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d-Polypeptidase im Blutserum 
Von 
Emil Abderhalden und Rudolf Abderhalden a 
i. L C 
(Aus dem Physiologischen Institut der Martin-Luther-Universitit Halle a. S.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Juli 1941) 











Die Annahme, daf sich auf dem Vorkommen von d-Poly- 
peptidase im Blutplasma bzw. -serum eine Carcinomdiagnose auf- 
bauen lasse (Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter), darf als end- 
giiltig widerlegt gelten. Wir fanden bei 41 Fallen von Carcinom- 
tragern 9mal Abbau von d-Leucylglycin und von d-Alanylglycyl- 
glycix. Die Dipeptide Glycyl-d-leucin und d-Alany]-l-tryptophan 
wurden in keinem Falle angegriffen. Das Blutserum von 49 Per- 
sonen, die keinen Tumor aufwiesen, griff die erwihnten d-Poly- 
peptide nicht an, mit Ausnahme eines einzigen Falles. Wie in der 
genanntex. Arbeit erwihnt, haben andere Forscher 6éfter als wir 
bei Nichtcarcinomtrigern Abbau von d-Polypeptiden gefunden. 
Neuerdings haben H. Bayerle und G. Borger?) bei Nicht- 
carcinomtrigern d-Polypeptidase im Blutserum nachgewiesen. 
Auch sie fanden keine Aufspaltung von d-Leucylglycin. Auffallend 
ist der in der Regel im Vergleich zu den entsprechenden 1-Tri- 
peptiden geringfiigige Abbau von d-Tripeptiden. Bei nicht zu lang 
fortgesetzter Bebriitung der Polypeptidsubstrate ging der Abbau 
in der Regel nicht iiber etwa 20°/, hinaus. Wir bezweifeln, ob man 
Ergebnisse beriicksichtigen darf, die erst nach Tagen erhoben 
worden sind. Wir halten daran fest, daB eine Beobachtungszeit 
von 24 bis allerhéchstens 48 Stunden nicht ohne die Gefahr iiber- 
schritten werden darf, da8 durch Bakterieneinwirkung Verande- 
rungen erfolgen. Es besteht nun die Méglichkeit, daB der gering- 
fiigige Abbau der angewandten d-Polypeptide darauf beruht, daB 
die Versuchsbedingungen unzureichende sind. Es sei in dieser 
Hinsicht auf Beobachtungen von Ernst Maschmann verwiesen. 
Er stellte fest, daB bei anaeroben Bakterien zweiwertiges Hisen 
Bestandteil der Aminopolypeptidase ist. Ferner fand er einen 
Hinflu8 von Cystein auf die Aktivitét der Anaerob-Polypepti- 
dasen®). Es haben ferner H. v. Euler und Mitarbeiter mitgeteilt, 
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daB sich durch Ultraviolettbestrahlung die Wirkung von ~ 
d-Dipeptidase hervorrufen 14Bt*). Es wird berichtet, da8 Serum 
eines Kaninchens, bei welchem die Transplantation von Brown- 
Pearce-Carcinom nicht zur Entwicklung einer Geschwulst gefiihrt 
hatte, nach Bestrahlung mit ultraviolettem Licht Spaltung von 
d-Leucylglycin bewirkte. Es ist ferner Serum von normalen 
Ratten mit ultraviolettem Licht bestrahlt worden. Hierbei zeigte 
es sich, daB 1-Leucylglycin im Gegensatz zu nicht bestrahltem 
Serum gespalten wurde. Es ist ferner von J. Berger und 
M. J. Johnson) mitgeteilt worden, daB Mangan in Kombi- 
nation mit Cystein die Spaltung von d-Leucylglycin durch Erepsin 
aktiviert. H. v. Euler und Mitarbeiter (a. a.O.) konnten die An- 
gaben von Berger und Johnson nicht bestitigen. An Stelle von 
Cystein verwendeten sie zum Teil Glutathion. 


Vorausschicken méchten wir, daB an d-Polypeptiden gemachte 
Beobachtungen erheblich durch nicht optisch einheitliche Substrate 
beeinfluBt sein kénnen?). Auf Grund einer sehr reichen Erfahrung 
mu8 zum Ausdruck gebracht werden, daB die Herstellung von 
Polypeptiden, die véllig frei von Razemkérper sind, eine groBe Er- 
fahrung und exaktes Arbeiten verlangt. Wir selbst haben wieder- 
holt feststellen miissen, daB mit aller Sorgfalt aufgebaute optisch 
aktive Polypeptide, wobei nicht nur die Ausgangsmaterialien auf 
ibre optische Reinheit gepriift waren, sondern auch jede Zwischen- 
stufe der Synthese polarimetrisch kontrolliert wurde, schlieBlich \ 
doch etwas Razemkorper aufwiesen. Wir haben diese Praparate 
jeweils ausgeschaltet*). : | 


Wie wir schon in unserer 2. Mitteilung*®) mitgeteilt haben, 
haben E. Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter bezweifelt, ob die 
tiblichen Methoden der Verfolgung der Polypeptidspaltung fein 
genug sind, um eine vorhandene Hydrolyse feststellen zu kénnen. 
Sie schlugen vor, das Zimmermannsche Reagens (o-Phthal- 
dialdehyd) zu verwenden. Verwendung finden kénnen dabei 
ausschlieBlich Polypeptide, in denen die Carboxylgruppe dem Glycin 
angehért. Wir haben in unserer 2. Mitteilung bereits Stellung zu 
diesem Verfahren genommen und auf Grund einer groBen Etr- 
fahrung bezweifelt, ob sich die entstehende Farbreaktion kolori- 
metrisch auswerten lé8t. Wir haben vergleichende Versuche iiber 
die Spaltbarkeit von d-Alanylglycylglycin durch Serum von 











*) Es mu8 unbedingt verlangt werden, daB jeweils die spezifische Drehung 
der verwendeten Polypeptide mitgeteilt wird. 
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Nichtcarcinomtrégern und Carcinomtragern durchgefiihrt. Den 
Verlauf der Hydrolyse verfolgten wir emerseits durch Titration und 
anderseits unter Anwendung des Zimmermannschen Reagenses, 
wobei wir hinsichtlich der Versuchsanordnung uns genau an die 
von Waldschmidt-Leitz gegebenen Vorschriften hielten. Nur 
die Polypeptidkonzentration wahlten wir doppelt so hoch, um die 
Empfindlichkeit der Reaktion noch mehr zu erhéhen. Ferner war 
das von uns angewandte Polypeptid im Gegensatz zu dem von 
Waldschmidt-Leitz bereiteten frei von Razemkérper. 




















Tabelle 1 
Spaltbarkeit von d-Alanylglycylglycin durch Nichtcarcinomserum 
Aciditats- eh a 
Name Diagnose zuwachs in Spaltung a mit dem 
com n/20 KOH in %/, immermannschen 
Reagens 
1. K. M.| Nephritis — 0,05 ? 
2. F.S. | Angina 0,00 _ 
3. E. H. | Uleus duodeni 6,00 + 
4. A. G. | Polyarthritis + 0,20 10,0 + 
5. O. B. | Basedow — 0,05 —_ 
6. H. S. | Angina pectoris 0,00 = 
7. W.G.] Gastritis + 0,05 aa 
8. K.W.]| Lebercirrhose 0,00 +. 
9. K. M.| Bronchitis — 0,05 a 
10. L. F. |. Diabetes mel 0,00 -+ 
hi. 0. S. Diabetes mel. — 0,05 Waa 
12. K. N. | Basedow + 0,15 7,5 os 
13. §. P. | Polyarthritis 0,00 — 
14. K. G.| Gastritis 0,00 — 














Wie aus Tab. 1 und 2 hervorgeht, fanden wir unter Anwendung 
der Titration in zwei von insgesamt 14 untersuchten Fallen eine 
geringfiigige Spaltung mit Serum von Nichtcarcinomtraégern. Bei 
Verwendung des Zimmermannschen Reagenses fiel die Reaktion 


6mal positiv aus. Mit Serum von Carcinomtrigern lieB sich- 


mit der Titrationsmethode 5mal eine geringfiigige Spaltung 
feststellen. Nur ein einziges Mal erreichte sie 15,0°/,. Bei Ver- 
wendung des Zimmermannschen Reagenses fiel die Reaktion 
11mal positiv aus. Von einer quantitativen Vergleichung der 
Farbreaktionen konnte keine Rede sein. Die entstehende Fiar- 
bung ist nicht haltbar und zeigt bei Kontroll- und Haupt- 
ansatz bei positivem Ausfall der Reaktion eine ganz ver- 
schiedene Ténung. Sie ist hell lachsfarben bei der Kontrolle und 


rotlich-violett beim eigentlichen Versuchsansatz. In allen Fallen 
1* 
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Tabelle 2 
Spaltbarkeit von d-Alanylglycylglycin durch Carcinomserum 
oak Ergebnis der 
7 ; peeing gy Spaltung | Prifung mit dem 
Name Diagnose near ‘OH in °/) | Zimmermannschen 
cem n/20 K Reagens 
1. A. B. Vulva- und 
| Vagina-Ca 0,00 + 
2. 3. U. Cervix-Ca + 0,20 - 10,0 + 
3. B.W.| Portio-Ca — 0,05 — 
4. E.G. Portio-Ca 0,00 — 
5. A. B. Rectum-Ca — 0,10 4. 
6. E. B. Prostata-Ca 0,00 — 
7. H.G.| Magen-Ca + 0,25 12,5 a 
8. K..V: Uterus-Ca + 0,30 15,0 aL 
9. E. H. Uterus- und 
Portio-Ca — 0,05 + 
10. J. D. Portio-Ca 0,00 — 
11. K. B. Portio-Ca + 0,25 12,5 aa 
12. R.K.| Mamma-Ca — 0,05 =- 
13. E. H. Rectum-Ca 0,00 aaa 
14. E. K. Uterus-Ca 0,00 —_ 
15. E.W.| Magen-Ca + 0,20 10,0 a 
16. P. V. Magen-Ca + 0,05 1 














war die Spaltung sehr geringfiigig. Es fehlt ibrigens noch der Nach- 
weis, daB wirklich eine Aufspaltung der zugesetzten Substrate 
stattgefunden hat. Wenn es auch gesucht erscheint, so mu8 doch 
daran gedacht werden, daB die Glykokollkomponente, die fiir den 
positiven Ausfall der Zimmermannschen Reaktion maBgebend 
ist, anders woher (z. B. von Hippurséure) stammen kénnte. Wir 
wissen, da8 bestimmte Polypeptide z. B. aktivierend auf Esterasen 
einwirken’). Von diesem Befund aus ist es denkbar, daB ein anderes 
Fermentsystem durch Polypeptide beeinflu8t wird, das Glykokoll 
frei machen kénnte. Die mit dem Zimmermannschen Reagens 
festgestellte Infreiheitsetzung von Substrat, das mit dem erwahnten 
Reagens eine Farbung ergibt, ist auf alle Falle geringfigig und wie 
ersichtlich, durch andere direkte Methoden nicht faBbar. Wirde 
die Zimmermannsche Reaktion nur bei Verwendung mit Car- 
cinomserum positiv ausfallen, dann wire es zunichst vom prak- 
tischen Standpunkt aus gleichgiiltig, wodurch sie hervorgerufen 
wird. Da jedoch in erheblichem AusmaBe auch Serum von Nicht- 
carcinomtragern bei d-Polypeptidzusatz zu einer positiven Zimmer- 
mannschen Reaktion fihrt, fallt die Spezifitaét dahin. 

Bei weiteren Versuchen haben wir auf Grund der Unter- 
suchungsergebnisse von F. Maschmann’), die wir nachgepriift 
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haben und voll bestatigen kénnen, die d-Polypeptidase mit 
Schwermetallen zu aktivieren versucht. Angewandt 
wurden Kobalt, Mangan, Magnesium und ferner Cystein. 
In keinem Fall ergab sich ein Unterschied des Umfanges der 
Spaltung mit und ohne die genannten Zusatze. (Vgl. Tab. 3 und 4.) 


Tabelle 8 


Einflu8 von Co-, Mn- und Mg-Ion und Cystein auf die Spaltbarkeit von d-Alanyl- 
glycyl-glycin durch Carcinomserum bei Verwendung des Zim mermannschen 
Reagenses zum Nachweis der Spaltung 























Ergebnis der 
Name Diagnose Zusatze Sati = = nad 
Reagens 

10. J. O. Portio-Ca 0 — 

+ Co —- 

+ Mg bar 
13. E. H. Rectum-Ca 0 + 

+ Mn + 

+ Cystein + 
14. E. K. Uterus-Ca 0 — 

+ Cystein - 
15. E. W. Magen-Ca 0 + 

+ Mn + 

+ Mg. + 
17. P. K. Portio-Ca 0 + 

+ Co + 

+ Mn + 
18. W. K. Bronchial-Ca 0 + 

+ Mn > 

+ Mg + 

+ Cystein + 

Tabelle 4 


Einflu8 von Mg und Mn-Ion auf die Spaltbarkeit von d-Alany]-glycyl-glycin und 
Glycyl-d-leucin durch Carcinomserum 


























Ansatz mit d-Alanyl- | Ansatz mit Glycyl- 
, glycyl-glycin d-leucin 
Name Diagnose 

jphne | mit Mn| mit Mg| 022° | mit Mn|mit Mg 
2. J. M. Cervix-Ca + 0,20 | + 0,20 | + 0,25]}—0,05; 0,00) 0,00 
3. B. W. Portio-Ca — 0,05 0,00 4- 0,05 0,00 + 0,05 0,00 
4. E.G. Portio-Ca 0,00| —0,05| 0,00} — |—0,00| —0,05 

6. E. B. Prostata-Ca 0,00 0,00|—0,05; — —_ _ 
7. H. G. Magen-Ca oo 0,25 + 0,20 + 0,20 0,00 — 0,05 + 0,05 
8. G. K. Uterus-Ca — 0,30 + 0,30 + 0,25 en 0,00 — 0,05 
9. E. A. Uterus- und — 0,05 0,00 + 0,05 — 0,05 — 0,05 0,00 

Portio-Ca 
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In Tab. 5 sind die Versuche wiedergegeben, bei denen Serum 
bestrahlt und unbestrahlt zur Anwendung gelangte. Hine Beein- 
flussung der d- bzw. I-Di- und Polypeptidase lieB sich nicht nach- 


weisen. 
Tabelle 5 


Einflu8 von Ultraviolettstrahlen auf die Spaltbarkeit von d-Alanylglycylglycin, 
Glycyl-d-leucin, d,1-Leucyl-glycyl-glycin und Glycyl-l-leucin durch Serum 








Aciditatszuwachs in ccm n/20-KOH 

inca bei Ansatz mit: 

Name | Diagnose | ‘;,, ate d-Alanyl- Glycyl- d,1-Leucyl- Glycyl- 
glycyl- | qisuein| S!y°eyl- | iaeucin 

glycin 


° bestrahlt + 0,25 | —0,05 | + 0,95 
11. K. B. | Portio-Ca | nbestralilt a el ae 





























bestrahlt —0,05 | + 0,05 -— + 0,45 

16. P. V. | Magen-Ca} | nbestrahit| + 0,05 | —0,00| — + 0,40 
Bronch.- | | bestrahlt 0,00 | —0,05 | + 1,10 + 0,80 

Ca unbestrahlt 0,00 | —0,10; + 1,15 + 0,80 

Emphy- | | bestrahlt — 0,05 0,00 — + 0,50 

sem unbestrahlt | + 0,05 0,00 — + 0,45 

Diabetes | | bestrahlt 0,00 | —0,05 | + 0,90 + 0,60 

mel. unbestrahlt | — 0,05 0,00 | + 0,95 + 0,65 


Experimenteller Teil 


Die Substrate 


d-Alanylglycylglycin, Glycyl-d-leucin, d,1-Leucylglycylglycin und d,1-Leu- 
cylglycin wurden in der iiblichen Weise durch Kuppeln von d-x-Brompropiony]- 
chlorid mit’ Glycylglycin und von Bromacetylchlorid mit d-Leucin bzw. von 
d,l-«-Bromisocapronylchlorid mit Glycylglycin bzw. Glykokoll und nach- 
folgende Aminierung mit 25°/,igem waBrigem Ammoniak dargestellt. Alle 
Polypeptide waren analysenrein. Fir [a]?°° der Lésung in Wasser wurden 
folgende Werte gefunden: 
d-Alanylglyclglycin — 31,2°, 
Glycyl-d-leucin — 35,2°. 


Versuchsanordnung bei Verfolgung der Spaltung der Polypeptide 
durch Serum auf titrimetrischem Wege 


Pro Ansatz wurden angewandt 2,5 ccm einer m/10-Polypeptidstandard- 
lésung, 0,5 ccm einer +/; m. Phosphatpufferlésung (pq = 7,8), 0,5 com Wasser 
und 1,5 ccm Serum. Bei den Substrat- und Serumkontrollen wurden an Stelle 
des Serums 1,5 ccm Wasser, bzw. an Stelle der Polypeptidlésung 2,5 com Wasser 
zugesetzt. 

Von den Schwermetallsalzen (Magnesiumsulfat und Mangansulfat) 
wurden m/10- bzw. m/100-Standardlésungen hergestellt. Pro Ansatz wurden 


“ 
by 
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0,5 cem dieser Lésung an Stelle des Zusatzes von 0,5 com Wasser angewandt. 
Magnesium-Jon war in den Ansatzen also in einer Konzentration von 3 Pe 
Mangan-Ion in einer Konzentration von 1/1999 Mol anwesend. 

Titriert wurden jeweils 2,0 ccm unter Zusatz von 40 ccm absoluten 
Alkohol und 0,5 ccm einer 1°/,igen alkoholischen Phenolphthaleinlésung mit 
n/20 alkoholischer KOH. Bei den in den Tabellen wiedergegebenen Zahlen 
ist ein eventueller Aciditaitszuwachs bei den Substrat- und Serumkontrollen 


bereits beriicksichtigt. 
Die Versuchsdauer betrug stets 24 Stunden, die Versuchstemperatur 37°. 


Versuchsanordnung bei der Verfolgung der Spaltung der Polypeptide 
durch Serum mif Hilfe des Zimmermannschen Reagenses 

Pro Versuch wurden 2 Ansétze gemacht. Nr. 1 enthielt 1 com Serum 
plus 1ccm m/15-Veronalpuffer (pg = 7,8); Nr. 2 enthielt 1ccm Serum 
plus 1ccem einer m/10-Lésung von d-Alanylglycylglycin in m/15 Veronal- 
puffer (0,188 g Tripeptid in 10 com Pufferlésung). 

Bei den Versuchen mit Metallsalzzusatz wurden sowohl zur Kontrolle 
als auch zum Hauptansatz noch 0,2 ccm der m/10-Magnesiumsulfat- bzw. 
der m/100-Kobaltchlorid- oder Magnesiumsulfatlésung hinzugefiigt. Vom 
Cystein wurden 0,5 ccm einer jeweils frisch bereiteten m/25-Lésung zugegeben. 

Nach 24 stiindigem Aufenthalt bei 37° wurden zu Nr. 1 1 ccm einer 
m/10-Lésung von d-Alanylglycylglycin in m/15-Veronalpuffer und zu Nr. 2 
leccm m/15-Veronalpufferlésung hinzugefiigt; dann wurde mit 4 ccm einer 
10°%/,igen Sulfosalicylsiurelésung versetzt und filtriert. Zu je 3 ccm des Fil- 
trates wurden 1 ccm 2n-NaOH und 0,5 ccm einer waBrigen Orthophthal- 
dialdehydlésung hinzugegeben. Es wurde umgeschiittelt und nach etwa 
1/, Minute 0,5 ccm konzentrierter HCl zutropfen gelassen. Nach Ablauf einiger 
Minuten wurden die Farbténe der Kontrolle und des Hauptansatzes mit- 
einander verglichen, und ihr Verhalten auch wahrend der nachsten Stunden 


laufend verfolgt. 
Versuche mit Ultraviolettbestrahlung 


Die Bestrahlung des Serums wurde in Reagensglasern in einem Abstand 
von 25—30 cm von der Lampe vorgenommen. Benutzt wurde eine Hanauer 


Analysenquarzlampe. Die Bestrahlungsdauer betrug 30 Minuten. 


Zusammenfassung 

Von 14 Seren, die von Nichtcarcinomkranken stammten, spalteten 
2 d-Alanylglycylglycin, wahrend von 16 Carcinomseren 5 dieses Poly- 
peptids hydrolysierten. Die Spaltung wurde mit Hilfe der Will- 
statter-Titration verfolgt. Wurde an Stelle dieser Methode die 
Spaltung des d-Alanylglycylglycins durch dieselben Seren mittels 
des Zimmermannschen Reagenses nachgewiesen, so ergab sich bei 
Carcinomseren 11mal und bei den Nichtcarcinomseren 6mal ein 
positiver Ausfall der Reaktion. Eine quantitative Verfolgung der 
Spaltung von Polypeptiden ist mit dem Zimmermannschen 


Reagens nicht mdglich. 


t 
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Durch Mangan, Kobalt und Magnesium, sowie durch Cystein 
konnte die d-Polypeptidase nicht aktiviert werden. Ultraviolett- 
bestrahlung von Carcinom- und Nichtcarcinomseren beeinfluBte 
weder die Aktivitat der d- noch die der 1-Di- und Polypeptidase. 
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Untersuchungen iiber den EinfluB von d- und d,I-Di- 
und Polypeptiden 
auf die Entwicklung von Impftumoren 
: Von 
Rudolf Abderhalden 
Mit 4 Figur im Text 





(Aus dem Physiologischen Institut der Martin-Luther-Universitit Halle a. 8.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Juli 1941) 





K. Waldschmidt-Leitz, K.Mayer und R. Hatschek 
haben in einer vorlaufigen Mitteilung!) Anfang des vorigen Jahres 
berichtet, da8 es ihnen gelungen sei, durch fortlaufende Injektion 
eines racemischen Dipeptides die Entstehung von Benzpyren- 
carcinomen weitestgehend zu hemmen oder gar vollig zu verhindern. 
Die Versuche wurden an Mausen durchgefihrt, die taglich mit 
einer atherischen 8,4-Benzpyrenlésung gepinselt wurden. Wahrend 
jene Tiere, denen jeden 2. Tag 0,2 ccm einer 1°/,igen Lésung von 
d,l-Glutaminylglycin intravenés verabfolgt wurde, nach 50 Tagen 
dem Aussehen und Befund nach unverandert waren, zeigten die 
unbehandelten Kontrollen Kachexie und Carcinomentwicklung. 
Diese Wirkung der d,]-Peptidinjektionen wird von den Verfassern 
auf die Bildung von Abwehrfermenten vom Typ der d-Peptidasen 
' im Organismus zuriickgefiihrt, die das Entstehen von d-Amino- 
siuren enthaltenden ZelleiweiBkérpern, die ja fiir die Carcinom- 
zelle nach Ké6gl?) charakteristisch sein sollen, von vornherein 
verhindern. 

In einer spaiteren Arbeit teilten Waldschmidt-Leitz und 
Mitarbeiter *) mit, da8 sie bei Wiederholung ihrer Versuche abermals 
erhebliche Unterschiede im Zustand von mit d,]-Glutaminylglycin 
behandelten und unbehandelten Mausen, die mit 8,4-Benzpyren 
gepinselt wurden, feststellen konnten. Allerdings kam es auch bei 
den nur gepinselten Tieren nicht zur Ausbildung echter Carcinome, 
da sie meist schon im Stadium der Warzenbildung an Vergiftungs- 
erscheinungen eingingen. 
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H. Bayerle und Mitarbeiter beschaftigten sich in zwei Ar- 
beiten*) mit der Wirkung von d,l-Leucylglycin, das intravenés zu- 
gefiihrt wurde, auf die Entwicklung von Brown-Pearce- Tumoren 
bei Kaninchen. Sie konnten keine Beeinflussung des Tumor- 
wachstums feststellen. Auch aus Brown-Pearce-Tumoren ge- 
wonnene Extrakte erwiesen sich als wirkungslos. 

Wir selbst haben uns seit Frihjahr 1940 in umfangreichen und 
immer wiederholten Versuchen mit dem gleichen Problem wie 
Waldschmidt-Leitz und Bayerle und deren Mitarbeiter befaBt. 
Wir setzten die Versuche auch dann noch fort, als wir den Nach- 
weis erbracht hatten, da8 sich entgegen den Behauptungen von 
Waldschmidt-Leitz und Mitarbeitern keine d-Peptidasen durch 
Zufuhr von racemischen Di- und Polypeptiden im Serum hervor- 
rufen lassen [Emil und Rudolf Abderhalden]'). Bayerle, 
Borger und Podloucky sowie Berger, Johnson und Bau- 
mann’) sind kiirzlich zu demselben Ergebnis gekommen, wahrend 
H. v. Euler und Mitarbeiter’) in einigen Fallen das Auftreten 
von d-Peptidasen beobachteten. 7 

Die ersten Versuche wurden an Ratten mit Walker- und 
Flexner-Carcinomen durchgefiihrt. Ein Teil der Tiere wurde 
bereits 4 Tage vor der Implantation des Tumors mit Peptidinjek- 
tionen behandelt, ein zweiter Teil erst ab dem 2.‘Tag nach der Tumor- 
iiberpflangung. Die Injektionen geschahen taglich oder jeden 2.Tag. 
Es wurde subcutan gespritzt. Wir zogen diese Art der Zufuhr der 
intravendsen aus folgenden Griinden vor. Einmal beansprucht sie 
die Tiere viel weniger und ist leichter auszufiihren, und zweitens 
glauben wir, da8B die subcutane Hinbringung der Peptide in den 
Organismus eher zur Bildung von d-Peptidasen fiihrt. Bei intra- 
vendser Zufuhr von d,l-Peptiden kann angenommen werden, daB 
das d-Peptid als kérperfremde Verbindung, die gut wasserléslich ist, 
voraussichtlich wenigstens zum Teil schnell durch die Nieren aus- 
geschieden wird. Bei subcutaner Injektion erfolgt dagegen eine lang- 
same Resorption, so da8 der Kérper langere Zeit hindurch mit dieser 
fiir ihn fremden Verbindung gewissermaBen berieselt wird. Hierdurch 
wird zweifellos ein stérkerer Reiz auf ihn ausgeiibt als bei intravendser 
Injektion. Dazu kommt noch, daB wir im Vergleich zu Wald- 
schmidt-Leitz und Bayerle sehr groBe Peptidmengen zufihrten. 
Pro Injektion verabfolgten wir je 0,25 g d-Alanylglycylglycin, d,l- 
Leucylglycylglycin oder d,l-Leucylglycin oder 0,125 g d,l-Leucyl- 
glycylglycin plus 0,125 g d,1-Leucylglycin in waBriger Lésung. Wie 
Tab. 1, die einige der von uns durchgefiihrten Versuche wiedergibt, 


ie 
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zeigt, konnte ein Unterschied im Wachstum von Walker- 
und Flexner-Carcinomen bei unbehandelten und mit 
d- und d,l-Di- und Tripeptiden behandelten Ratten 
nicht festgestellt werden. 








_ 
wo 
Tag der oes 
= Tumor- Tag d § 
Nr. wey Uber- T3 a & é Bemerkungen 
pflanzung 








1 |Walker-Ca | 5. 6.40 |22. 7.40] 104 [Vom 6.6.—30.6.40 taglich 
Injektion von 0,25 g d,1l-Leu- 
cylglycylglycin. 


2 ie 5. 6.40110. 7.40] 80 

3 en 22. 7.40] 5. 9.40] 57 |Vom 19.7.—24.8.40 jeden 
2. Tag Injektion von 0,125 g 
d,l-Leucylglycylglycin _ plus 

0,125 g d,l-Leucylglycin. 

4 a 22. 5.40] 1. 8.40] 59 

5 ae 31. 8.40] 4.10.40] 78 [Vom 26. 8.—20.9.40 jeden 
2.Tag Injektion von 0,25¢g 

d-Alanylglycylglycin. 

6 a 31. 8.40] 6.10.40] 65 

7 an 6. 10. 40 12.11.40] 71 [Vom 7. 10.—31. 10.40 jeden 
2.Tag Injektion von 0,25 g 

d,1-Leucylglycin. 
8 6. 10. 40 {12. 11. 40 73 


9! Flexner-Ca|15. 5.40126. 6.40] 28 [Vom 11.5.—14.6.40 taglich 
Injektion von 0,25 g d,1l-Leu- 


cylglycylglycin. 
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Bei der Entstehung massiver Tumoren muB8 stets damit 
gerechnet werden, daS im Kérper entstehende Abwehrstoffe oder 
von auBen zugefiihrte anticancerogen wirksame oder wirksam sein 
sollende Verbindungen entweder itiberhaupt nicht oder nur in sehr 
geringer und daher ungeniigender Menge an die Tumorzellen heran- 
gelangen. Um diese Méglichkeit auszuschlieBen, bedienten wir uns 
bei unseren weiteren Versuchen einer Vermehrungsform der Krebs- 
zellen, bei der diese in einem fliissigen Medium suspendiert und 
damit der Einwirkung von Substanzen, die ihr Wachstum beein- 
flussen, leicht zuginglich sind. Es ist dies der Ehrlichsche Mause- 
Ascitestumor. Zu seiner Erzeugung wird eine Aufschwemmung 
von Zellen des Ehrlichschen Mausecarcinoms intraperitoneal 
injiziert. Innerhalb weniger Tage beginnen sich die Krebszellen 
in der Bauchhohle unter gleichzeitiger Bildung einer serésen Flissig- 
keit so stark zu vermehren, daB das Gewicht der Tiere betrichtlich 

















12 Rudolf Abderhalden, 


zunimmt. Die Wachstumsgeschwindigkeit des Ascitestumors ist, 
wie kiirzlich H. Lettré®) gezeigt hat, von der Zahl der iberimpiten 
Krebszellen abhangig. Diese Beobachtung kénnen wir bestitigen. 

Wie bei den Rattenversuchen behandelten wir auch die Mause 
zum Teil bereits vor der Uberimpfung von Tumorzellen mit sub- 
cutanen Peptidinjektionen. In der Annahme, da8 die Bildung von 
Abwehrfermenten gegeniiber gainzlich kérperfremden und unnatiir- 
lichen Stoffen langere Zeit in Anspruch nimmt, wurde diese Vor- 
behandlung auf mehrere Wochen ausgedehnt. So erhielten z. B. 
in einem Versuch ab 28.11. 1940 4 Mause taglich 0,100 g d,1-Leucyl- 
glycylglycin und 4 weitere Mause tiglich 0,050 g d-Alanylglycin 
zugefiihrt. Am 19. 12. wurde ihnen sowie 8 unbehandelten Mausen 
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Gewichtskurve von mit 0,2 ccm Ascites-Tumor (y) geimpfien Mausen, denen tiglich 0,050 g 
d,l-Leucyl-glycyl-glycin injiziert wurden (I), oder die onc Behandlung blieben (II) 





je 0,25 com Ascites intraperitoneal injiziert. Die Peptidbehandlung 
wurde fortgesetzt, das Wachstum des Tumors durch alle 2 Tage 
vorgenommene Wagungen verfolgt. Dabei zeigte sich kein 
nennenswerter Unterschied zwischen behandelten und 
unbehandelten Tieren. In weiteren Versuchsserien wurde mit 
der Injektion von Di- und Tripeptiden erst am Tage der Uber- 
impfung begonnen. In der Figur ist das Ergebnis ines derartigen 
Versuches dargestellt. Die Kurven geben das Durchschnittsgewicht 
von je 5 Mausen wieder. SchlieBlich wurde noch untersucht, ob 
sich bei der Weiterimpfung des Ascites von unbehandelten und mit 
Peptiden behandelten Tieren irgendwelche Unterschiede in der 
, Virulenz‘ nachweisen lieBen. Aber auch dies war nicht der Fall. 
Zusammenfassend kann also gesagt werden, daB es durch 
subcutane Zufuhr von d- baw. d,l-Di- und Tripeptiden 
nicht gelingt, das Wachstum und die Entwicklung des 
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Walker- und Flexner-Carcinoms bei der Ratte und des 
Ascitestumors bei der Maus in irgendeiner Weise zu 
beeinflussen. 
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i Spektroskopische Untersuchungen des Malariaharns 
Von 


Masaji Tomita 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat zu Taihoku, Japan) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juni 1941) 








Die Pyrromethene zeigen spektroskopisch im Blau eine breite, 

sehr intensive Bande, die bis nahe ins Ultraviolett reicht. Ahnlich 

“i den Pyrromethenen haben die bilirubinoiden Farbstoffe auch eime 

; im Blau gelegene Absorptionsbande, welche allerdings weiter nach 

langeren Wellen verschoben ist als die der Pyrromethene. Bilirubin 
selbst besitzt ebenfalls eme Bande im Blau. 

Die Pyrrolfarbstoffe mit linear gruppierten Kernen besitzen also 
nur eine Absorptionsbande im Sichtbaren, deren Lage einerseits von 
den Substituenten und andererseits von der Bindungsanordnung und 
der Anzahl] der Pyrroleninkerne im betreffenden Farbstoffmolekiil 
abhangt, waihrend die vierkernigen, rmgférmig gruppierten Pyrrol- 
farbstoffe, die Porphyrine der Blutfarbstoffreihe, sehr charakte- 
ristische Absorptionsspektren haben. 

In analoger Weise wie die gefirbten Pyrromethene aus den 
farblosen Pyrromethanen durch Dehydrierung hervorgehen, so 
kénnen die Pyrrolfarbstoffe der linear gruppierten Systeme durch 
Oxydation der entsprechenden Leucoverbindungen entstehen, so 
z. B. der Tripyrrane und Tetrapyrrane. 

Man kann ohne Zwang annehmen, daf in die Erythrocyten ein- 
gedrungene Malariaparasiten den Blutfarbstoff zersetzen und daB 
solche Zersetzungsprodukte im Harn der Malariakranken an- 
zutreffen sind, wenn wir auch nicht genau wissen, was und wieviel 
' von der Farbstoffkomponente zur Spaltung kommt. Wenn dabei 
eine Leucoverbindung der Pyrrolfarbstoffe der linear gruppierten 
| Systeme gebildet wird, so mu8 durch Oxydation der Harn gefarbt 

werden und der Farbstoff eine Absorptionsbande im Sichtbaren 
besitzen. Von dieser Uberlegung aus habe ich eine einfache spezi- 
fische Reaktion auf Malariaharn gefunden. Wenn man den zu 
untersuchenden Harn mit konz. HNO, unterschichtet, so entsteht 
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an der Beriihrungsstelle beider Schichten eine ziegelrote Farbung. 
Beim Mischen beider Lésungen wird im allgemeinen die ganze 
Flissigkeit rot gefarbt. Die amylalkoholische Farbstofflésung zeigt 
spektroskopisch eine ziemlich scharf begrenzte Bande, welche sich 
von b bis ein wenig iiber die Mitte zwischen } und F erstreckt 
(A 517 bis 2500 my). Die Absorptionsbande ist gewéhnlich schon 
bei Untersuchung des Harns selbst zu sehen; bei zweifelhaftem oder 
negativem Ergebnis findet man jedoch’ im amylalkoholischen 
Extrakt das typische Spektrum. Die oft gleichzeitig auftretenden 
Farbstoffe, wie Urorosein und Urobilin, kann man durch Extraktion 
mit Ather oder Chloroform leicht beseitigen. 

Diese Reaktion ist ziemlich spezifisch und fallt bei akut oder 
chronisch Malariakranken fast immer positiv aus, wahrend der 
Farbstoff in normalem Harn niemals vorkommt. Bei einer Malaria- 
kur kann man am Verschwinden der Farbenreaktion die Heilung 
erkennen. 

Ob der Farbstoff mit dem ,,Nephrorosein“ von Arnold?) im 
wesentlichen identisch ist und der amylalkoholische Extrakt des 
Malariaharns einen krystallinen Farbstoff enthalt, wird z. Z. hier 
untersucht, 





' 1) Arnold, Diese Z. 61, 240 (1909). 
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Uber die aus Pankreas isolierten Oxy-aminosiuren, 
welche eine Biuretreaktion zeigen 


Von 
Masaji Tomita und Shinogu Fukuda 
Mit 2 Figuren auf Tafel I 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitét zu Taihoku, Japan) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juni 1941) 


a 


Unter den EiweiBendspaltungsprodukten sind von f-Oxy- 
a-aminosdéuren bis vor kurzem mit Sicherheit nur zwei isoliert 
worden: das Serin und die Oxyglutaminsiure; beide sind nicht 
so einfach rein darzustellen wie ihre hydroxylfreien Analogen. Nur 
der Vollstandigkeit halber seien noch genannt: Oxydiaminosebazin- 
siure von J. Wohlgemuth?), Oxyaminobernsteinséure, Dioxy- 
diaminokorkséure, Caseansaéure und Caseinséure von Z. H. Skraup?), 
Oxyvalin, Oxylysin und Oxyaminobuttersiure von Gortner und 
Hoffman’) einerseits und von Buston und Schryver‘) anderer- 
seits, ferner Oxyaminobutterséure aus Phosphopepton von Riming- 
ton). Keine der genannten Verbindungen ist aber in ihrer Struktur 
eindeutig aufgeklart. 

Vor sechs Jahren haben McCoy, Meyer und Rose§) eine 
wachstumférdernde Aminosiure aus dem Schwefelsiurehydrolysat 
des Fibrins in krystalliner Form isoliert, die sie auf Grund ver- 
schiedener Analysen als «-Amino-f-oxybutterséure erkannt haben. 
Nach §. Mayeda’) beeinflu8t synthetisch dargestellte inaktive 
«-Amino-6-oxybuttersiure das Wachstum besonders stark. 

Die groBen Schwierigkeiten, auf welche wir bei der Isolierung 
der schwer krystallisierbaren, leicht léslichen und also nicht bequem 
trennbaren f-Oxy-«-aminosiuren stieBen, haben uns nach einer 
einfachen und spezifischen Methode zu ihrem Nachweis suchen lassen. 
Wir®) hatten friiher schon beobachtet, daB Verbindungen mit einer 
Oxyaminoathylengruppe eine Biuretreaktion zeigen. Sie scheint 
also bei der Aufarbeitung von EiweiBspaltgemischen, insbesondere 
bei der Isolierung von f-Oxy-«-aminosauren gute Dienste zu leisten. 
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Die Schwierigkeit der Gewinnung und die sehr schwankenden 
Ausbeuten selbst bei gleichem Ausgangsmaterial sind wohl in der 
besonderen Zersetzlichkeit der f-Oxy-a«-aminoséuren begrindet. 
Bei den meisten wird der Stickstoff als Ammoniak abgespalten, 
wenn man sie mit starken Mineralséuren erhitzt. Fiir ihre Iso- 
lierung haben wir deshalb auf die Séurehydrolyse der Hiwei8kérper 
verzichtet; wir hofften, freie Oxyaminoséuren oder aus ihnen be- 
stehende niedermolekulare Peptide aus verschiedenen Organ- 
extrakten zu isolieren. 

Nach systematischen Untersuchungen fanden wir, daB Pan- 
kreasextrakt nach vollstaadiger EnteiweiBung noch eine Biuret- 
reaktion zeigt. Es ist nun tatsichlich mdéglich gewesen, an Hand 
dieser Biuretreaktion einige Oxyaminoséuren aus verschiedenen 
Fraktionen des Pankreasextraktes zu isolieren, welche bisher niemals 
erhalten worden sind. Denn sie sind in heiBem Alkohol verhaltnis- 
maBig leicht léslich. Mit kaltem Alkohol und Ather extrahiertes 
und damit entfettetes Pankreasgewebe wird mit warmem Wasser 
extrahiert, der Auszug enteiwei8t und dann mit Phosphorwolfram- 
siure bei schwefelsaurer Reaktion leicht fallbare Basen, wie Sper- 
min, Spermidin, Arginin und Lysin abgetrennt. GréSere Mengen von 
Oxyaminosiuren bleiben im Filtrat. Mit Bleiessig werden gréBten- 
teils anorganische Salze und Inosit gefallt. Die durch wiederholte 
Extraktion und Ausfaillung von Beimengungen tunlichst befreiten 
Wasserextrakte werden nach der Eimengung mit Phosphorwolfram- 
sure in schwefelsaurer Lésung behandelt. 

Nach dem Schema (S. 18) haben wir 4000 Schweinepankreas (et wa 
200 kg), die vom Schlachthofe méglichst frisch und schnell bezogen 
wurden, verarbeitet. Aus der eingeengten Mutterlauge der A-Frak- 
tion kamen schéne Krystillchen als Pikrolonat, Schmelzp. 285°. 
Nach Zersetzung mit Schwefelsiure und Ather zeigte die zugrunde 
liegende Base eine starke Ninhydrin- und Biuretreaktion. Thr 
Sulfat und Pikrat kénnen auch krystallin erhalten werden. Eine 
wiBrige Lésung des Sulfates dreht die Ebene des polarisierten 
Lichtes nach links. Die Analysenzahlen dieses K6rpers stimmen 
am besten fiir C,H,,N,O,. 

Weiterhin fand sich in der A-Fraktion eine Substanz, die gegen 
Lackmus neutral reagiert, bitter schmeckt, bei 265° schmilzt, eine 
starke Ninhydrin--und Biuretreaktion zeigt und in waBriger Lésung 
links dreht. DaB sie ein tiefblaues Kupfersalz bildet, la8t auf das 
Vorhandensein einer Carboxylgruppe schlieBen. Die Analysen 


passen auf eine Bruttoformel C,,H,)N,O9. 
2 
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Aus der B-Fraktion konnten wir eine neutrale, Biuretreaktion 
gebende Verbindung bekommen, welche bei 287° schmilzt, siiB | 
schmeckt und eine starke Ninhydrinreaktion zeigt. Ihre waBrige ia 
Lésung dreht links, sie nimmt beim 10 Minuten langen Kochen mit q 
frisch gefalltem Kupferoxyd nur sehr geringe Mengen des Metalls 4 
auf. Ihre Analysenzahlen ergeben als Bruttoformel C,yH,,N,Oy9. q 

Die beiden Substanzen C,H, )N,O, und Cy9H,,N,O, scheinen ! 
keine Gemische, sondern einheitliche Verbindungen zu sein (Fig. 1 u. 2). 


Be ee RE 
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Wenn die Verbindung C,)H,.N,0O, aus der B-Fraktion voll- 
standig abgetrennt war, so bekam man eine saure Mutterlauge, die 
immer noch eine starke Biuretreaktion, aber keine Neigung zur 
Krystallisation zeigte. 

Die neu isolierten krystallinischen Verbindungen zeigen eine 
starke Ninhydrinreaktion. Sie sind alle linksdrehend, geben einen 
charakteristischen Geschmack. Beim Kochen mit Kupferoxyd 
nehmen sie mehr oder weniger das Metall auf und zeigen eine 
typische Blaufairbung. Diese Eigenschaften der neu isolierten 
K6rper sprechen dafiir, da8 sie Aminoséuren sind. Sie sind héchst- 
wahrscheinlich $-Oxy-o-aminoséuren, weil sie in heiSem Alkohol 
verhaltnismaBig leicht léslich sind und eine Biuretreaktion zeigen. 

Es ist wichtig festzustellen, ob diese Verbindungen auch durch 
Zerlegung verschiedener Eiwei8ké6rper gewonnen werden kénnen. 
Besonders ist ihre Isolierung aus PflanzeneiweiSk6rpern aus- 
sichtsreich. 


Experimentelle Belege 


Die durch Tannin enteiweiBte Fliissigkeit wurde schwefelsauer mit 
Phosphorwolframsaure gefallt. Das Filtrat wurde mit Baryt und dann mit 
Kohlensaéure behandelt, durch passendes Einengen Tyrosin und Leucin aus- 
geschieden und abgetrennt, und so lange mit Schwefelsiure und Phosphor- 
wolframsaure versetzt, bis noch etwas ausfiel. Das letzte Filtrat wurde mit 
Baryt zerlegt, durch Einleiten von Kohlenséure, und dann mit verdiinnter 
Schwefelsiure von Barium befreit, und die eingeengte Lisung mit Bleiessig 
gefallt. Das Filtrat der Bleifallung wurde mit Schwefelwasserstoff zerlegt, 
vom Schwefelblei abfiltriert, zum Sirup eingedampft, und mit absolutem 
Alkohol in der Kalte gefallt. Aus der Alkoholfallung wurde Inosit als Hexa- 
benzoylverbindung isoliert. Der Alkoholextrakt wurde nach Abdampfen des 
Alkohols in Wasser gelést und mit Ather extrahiert. Nun wurde der waBrigen 
Lésung frisch gefalltes Silberoxyd zugesetzt und das Filtrat mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt. Die vom Schwefelsilber abfiltrierte Lésung wurde mit 
Phosphorwolframsaure in 5°/, H,SO, gefallt. Die Fallung wurde als A-Fraktion 
und das Filtrat als B-Fraktion auf Oxyaminoséuren verarbeitet. 


A-Fraktion. Der Niederschlag wurde mit Baryt zerlegt, mit CO, be- 
handelt und der Bariumrest mit H,SO, beseitigt. Die stark basische und 
fluorescierende Lésung, welche Biuretreaktion zeigte, wurde eingeengt und im 
Kisschrank stehengelassen. Es schieden sich allmahlich am Boden weiBe 
krystallinische Niederschlige aus. Die Krystalle wurden abgesaugt, mit 
absolutem Alkohol ausgewaschen. Nach dem Umkrystallisieren aus heiSem 
Wasser bekam man 3,5 g Substanz, deren Analysenzahlen auf Valin paBten. 
Die Mutterlauge wurde mit einer alkoholischen Pikrolonsdurelésung versetzt, 
bis die Lésung neutral reagierte. Dadurch wurde alles Natrium als Natrium- 
pikrolonat niedergeschlagen. Das Filtrat wurde mit H,SO, angesauert und 
mit Ather extrahiert; die pikrolonsdurefreie waBrige Lésung wurde mit Baryt 
behandelt. Die von H,SO, und Baryt quantitativ befreite stark basische 
9* 











































aa aay sa my = oe ae - 


~~ iy 
es 2. gf te: ecuindntesiemememedeaemeneeenaenetee ae Ee a ee tt Peptide ee 








90 Masaji Tomita und Shinogu Fukuda, 


Flissigkeit wurde dann mit Pikrinséure versetzt und das Arginin als Pikrat 
isoliert. Das von Argininpikrat abgesaugte Filtrat wurde mit H,SO, angesiuert 
und wieder mit Ather extrahiert. Die schwefelsaure wiBrige Lésung wurde 
mit Baryt behandelt, der Barytiiberschu8 durch CO,-Kinleiten beseitigt und 
das salzfreie Filtrat stark eingeengt. Diese basische Lésung zeigt eine schéne 
Biuretreaktion. Nach Zusatz von alkoholischer Pikrolonséurelésung wurde 
sie im Eisschrank stehen gelassen. Daraus schied sich allmahlich eine Krystall- 
masse aus, die scharf bei 235° schmolz. 


4,470 mg Subst.: 7,220 mg CO,, 2,160 mg H,O. — 3,475 mg Subst.: 
0,681 com N (19,5°, 766 mm). 
C,H,,N,0, ; C,5H,N,0; 
Ber. C 43,37 H 5,22 N 22,49 Pikrolonséure 53,22 
Gef. ,, 44,05 » 95,41 »> 22,87 pe 55,98. 


Das Pikrolonat wurde in Wasser gelést, mit H,SO, angesdéuert und mit 
Ather extrahiert. Die waBrige Lésung wurde eingeengt und mit Alkohol ver- 
setzt. Das Sulfat schied sich sofort aus, 


1,1708 g Substanz auf 10 ccm H,O gelést, in 1 dm-Rohr beobachtet. 
Dreht 5,34° nach links. Mithin [«]?° = -— 45,61°. 


Die regenerierte basische Lésung wurde eingeengt und im Exsiccator 
getrocknet. Die krystallinisch ausgeschiedene Substanz ist hygroskopisch, 
schmilzt gegen 200°. 

3,910 mg Subst.: 5,850 mg CO,, 2,855 mg H,O. — 3,305 mg Subst.: 
0,676 com N (22,0°, 759 mm). 

C,H, ,N,0, Ber. C 41,02 H 7,75 N 23,93 
Gef. ,, 40,80 »» 8,17 »» 23,64. 


Die waBrige Lésung wurde mit einer alkoholischen Pikrinséurelésung 
versetzt und im Eisschrank stehen gelassen. Es schied sich allmahlich eine 
Krystallmasse aus. 


3,700 mg Subst.: 4,910 mg CO,, 1,410 mg H,0. 
C,H,,N,0,°C,H;N,0, Ber. C 36,28 H 4,53 Gef. C 36,19 H 4,26. 


Eine waBrige Lésung der freien Substanz reagiert basisch, zeigt Nin- 
hydrin- und Biuretreaktion. Sakaguchische Reaktion ist’ auch positiv. 
Daher nehmen wir an, da8 es sich wahrscheinlich um eine guanidierte Dioxy- 
aminoénanthsaure handelt. 

Wenn die Mutterlauge des obigen Pikrolonates (Schmelzp. 235°) stark 
eingeengt wurde, so schieden sich daraus schmutzige Niederschlige aus. Hat 
man die Niederschlage auf bekannte Weise von Pikrolonsaure befreit und die 
regenerierte Lésung im Exsiccator stark eingeengt, so krystallisierte das noch 
hygroskopische Rohprodukt in derben Hauten aus. Durch wiederholtes Um- 
krystallisieren aus heiBem 90°/,igem Alkohol kann eine nicht hygroskopische 
Substanz erhalten werden. 


3,025, 2,390 mg Subst.: 5,430, 4,285 mg CO,, 2,285, 1,810 mg H,O. — 
2,370, 2,740 mg Subst.: 0,245 (22,5°, 762 mm), 0,279 (23°, 758 mm) ccm N. — 
4,111, 6,007 mg Subst.: 3,518, 5,089 com n/100-H,SO,. 


CisHsN,0, Ber. C 48,82 H 8,41 N 11,99 
Gef. ,, 48,96,48,90 ,, 8,45,8,47 ,, 11,97, 11,71, 11,98, 11,86. 
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Sie schmeckt bitter, schmilzt scharf bei 265°. Ihre waBrige Lésung 
reagiert neutral, zeigt eine starke Ninhydrin- und Biuretreaktion. Die Krystalle 
sind feine, perlmutterglinzende Kiigelchen (Fig. 1). 

Wenn man diese Verbindung in waBriger Lésung mit Kupfercarbonat 
erhitzt, so bildet sie ein tiefblaues Kupfersalz. 


0,4165 g freie Substanz wurde auf 10 ccm H,O gelést, in 1 dm-Rohr 
beobachtet. Dreht 0,46° nach links. Mithin [a]? =— 11,06°. 


B-Fraktion. Das Filtrat der Phosphorwolframsaurefillung wurde mit 
Baryt zerlegt, mit CO, behandelt und der Bariumrest mit H,SO, beseitigt, 
Die regenerierte Lésung, welche eine Biuretreaktion zeigte, wurde mit einer 
alkoholischen Pikrolonsaiurelésung versetzt, um das in der Lésung gebliebene 
Natrium als Natriumpikrolonat zu beseitigen. Das Filtrat wurde mit H,SO, 
angesiuert und mit Ather extrahiert. Die pikrolonsdurefreie saure Lésung 
wurde dann mit Baryt behandelt, und die von H,SO, und Baryt quantitativ 
befreite Fliissigkeit wurde stark eingeengt und mit viel absolutem Alkohol 
versetzt. Die Alkoholfaillung wurde mit Ather behandelt und im Exsiccator 
getrocknet. Die noch hygroskopische Masse wurde nach wiederholter Um- 
fallung mit heiBem 90°/,igen Alkohol extrahiert. Die aus dem Alkoholextrakt 
ausgeschiedene Krystallmasse wurde durch wiederholtes Umkrystallisieren 
gereinigt. Zum SchluB8 waren die Krystalle nicht mehr hygroskopisch und 
schmolzen scharf bei 287° (Fig. 2). 


1,330 mg Subst.: 2,420 mg CO,, 1,050 mg H,O. — 2,822, 2,618 mg Subst. 
2,30, 2,11 com n/100-H,SO,. . 
Cop H 4.040, Ber. C 49,85 H 8,58 N 11,64 
Gef. ,, 49,63 », 8,83 os, 4a0l, tae 


Sie reagierten gegen Lackmus neutral, schmeckten siiB, zeigten eine 
starke Ninhydrin- und eine schwache Biuretreaktion. Ihre waBrige Lésung 
drehte links. Beim Erhitzen mit frisch gefilltem Kupferoxyd nahm sie nur 
geringe Mengen des Metalls auf. Wegen Substanzmangel konnte nicht weiter 
untersucht werden. 


Zusammenfassung 


Drei verschiedene neue Verbindungen mit den Bruttoformeln 
CsH,gN,O,, CigHgN,0, und C.,)H,,N,O, wurden aus Schweie- 
pankreas dargestellt. Aus ihren Higenschaften ergibt sich, daB 
sie wahrscheinlich als Oxyaminosdéuren aufzufassen sind. 
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Isomerie des Glykokolls 

: Von 

., Masaji Tomita und Yoshinori Seiki 
Mit 2 Figvren auf Tafel I 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat zu Taihoku 
und der pharmazeutischen Abteilung der Medizinischen Fakultét zu Nagasaki) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juni 1941) 





Unsere Untersuchungen?) iiber die Stereoisomerie der y-Amino- 
b-oxybuttersdure hatten den Anschein erweckt, daB bei den Amino- 
siuren, deren Aminogruppe endstiandig liegt, iiberzéihlige Isomeren 
gebildet wiirden. Das Glykokoll ist der einfachste Reprasentant 
der qw-Aminosaéuren und strukturchemisch stehen fiir die zwei 
Formen des Glykokolls einmal die offene Formel einer Aminoessig- 
siure und dann die betainartige Ringformel eines inneren Salzes zur 
Verfiigung, die friiher von J. Sakurai?) und dann von Emil 
Fischer?) in Betracht gezogen wurden. Sakurai glaubte zunachst 
simtliche chemischen Higenschaften des Glykokolls besser und 
einheitlicher durch Annahme der betainartigen Ringformel als nach 
der gewohnlich ihm erteilten offenen Formel darstellen zu kénnen. 
Demgegeniiber bemerkte J. Walker‘), daB in waiBriger Lésung des 
Glykokolls unzweifelhaft eine Carboxylgruppe vorhanden sein 
miBte. HE. Fischer hat zufallig beobachtet, daB sich das aus 
Wasser krystallisierte Glykokoll bei der Chlorierung mit Phosphor- 
pentachlorid anders verhalt wie das mit Alkohol gefiallte Produkt. 
Er neigte zu der Ansicht, da8 es sich um verschiedene Zustiande des 
Glykokolls handelt, die auf Isomerie schlieBen lassen. Im Jahre 
| 1918 haben sich K. G. Falk und K. Sugiura®) erneut mit den 

beiden Formen des Glykokolls beschaftigt. Dann kamen die Methy- 
lierungsversuche des Glykokolls von H. Biltz und H. Paetzold®), 
die keinen Grund zur Annahme einer Strukturverschiedenheit 
erkennen lassen. Die Ansichten iiber die Struktur des Glykokolls 
gehen also stark auseinander. 
: Seit 10 Jahren wurden wiederum verschiedene krystallo- 
" graphische Untersuchungen iiber die Glykokollisomerie von Heng- 
| stenberg und Lenol’), Bernal’), Albrecht und Corey®) und 
| Kitaygorodski?®) ausgefiihrt, wihrend ihre Befunde noch keine Zu- 
: weisung der einen Formel fiir die eine Modifikation und der anderen 
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fiir die andere erméglichen. Ankniipfend an diese Arbeiten ver- 
suchten Przylecki und seine Mitarbeiter!) die Annahme réntgeno- 
metrisch zu bestatigen, daB das Glykokoll in festem Zustande als 
Zwitterion und in nichtdissoziierter Form existiert. Ihre Praparate, 
die sie aus undissoziierten Molekiilen bestehend glaubten, wurden 
durch Auflésen in Essigsiure und Ausfallen mit Ather erhalten. 
Diese Praparate sind aber noch nicht rem, was Przylecki und seine 
Mitarbeiter selbst bemerkten, und dafiir spricht auch das weniger 
scharfe Réntgenbild. 

Da wir!?) schon die y-Amino-f-oxybuttersiure, die nur ein 
asymmetrisches Kohlenstoffatom hat, in festem Zustand in vier 
optisch aktive Formen rein gespalten haben, und da wir heute dank 
einer rdéntgenographischen Untersuchung nach Debye und 
Scherrer wissen, dai diese iiberzéhlige Isomerisation durch Carb- 
oxycyclo-Desmotropie unter Valenzwechsel des Stickstoffes bedingt 
ist, 80 liegt der Gedanke nahe, daB das Glykokoll auch in festem 
Zustand in zwei desmotropen Formen isoliert werden kann. Wir 
suchten daher solche Bedingungen aufzufinden, bei denen die reinen 
Praparate der betainartigen oder offenen Form entstehen kénnten. 
Auf Grund der Ergebnisse von E. Fischer kann man eine offene 
Form des Glykokolls blo8 durch Ausfallen mit Alkohol erhalten. 
Nachdem bewiesen worden war, daB durch wiederholtes Ausfallen 
und Umldsen des Glykokolls der Ubergang Ringform = offene 
Form irreversibel wird, richteten wir unsere Aufmerksamkeit auf die 
geringe Stabilitit des betainartigen Glykokolls in wiSriger Lésung. 
Auf verschiedene Weise wurde festgestellt, daB das betainartige 
Glykokoll in ganz schwach essigsaurer Wasserlésung stabil ist. LaBt 
man daher eine heife wiBrige Glykokoll-Lésung mit einigen Tropfen 
Essigsiure angesdiuert im Hisschrank stehen, so scheidet sich zu- 
naichst das betainartige Glykokoll in Tafeln oder Prismen aus. Wenn 
man die Krystalle nach 2stiindigem Stehenlassea im Hisschrank ab- 
saugt, so wird ein reines Praparat des betainartigen Glykokolls 
erhalten. Langeres Stehenlassen liefert eine Auskrystallisation der 
anderen Form. 

Die Strukturverschiedenheit der beiden Formen des Glykokolls 
kann nicht durch ihre Krystallform erkannt werden, wohl aber durch 
die rontgenographische Methode nach D eby e-Scherrer. Man erhielt 
die den beiden Formen entsprechenden Interferenzerschemungen, 
die fir die Strukturverschiedenheit sprechen. Wie man in Fig. 1 u. 2 
sieht, sind die Diagramme von dem mit Alkohol gefallten und dem 
aus essigsaurem Wasser krystallisierten Glykokoll ganz verschieden. 
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Die beiden Formen des Glykokolls zeigen gleichen Schmelz- 

punkt und geben dieselben Analysendaten. Wie oben erwahnt, ist 
i die Krystallform auch nicht charakteristisch. Wenn die offene Form 
| des Glykokolls in Alkohol schnell gefallt wird, so krystallisiert sie in 
, Nadeln aus. Bei langsamer Ausfallung mit Alkohol oder bei der 
i Auskrystallisation aus einer waéBrigen Lésung scheidet sie sich wie 
beim betainartigen Glykokoll in Prismen, Tafeln oder rhombischen 
i Krystallen aus. 
a i DaB das aus essigsaurem Wasser krystallisierte Glykokoll wirk- 
7 lich betainartige Struktur hat und das durch Alkoholfallung er- 
et haltene eine offene Aminoessigsiure ist, wird durch die Chlorierungs- 
fahigkeit und die Methylenblaureduktion bestatigt. Nachdem 
: manche Versuche, das aus essigsaurem Wasser krystallisierte Glyko- 
koll in das salzsaure Chlorid zu verwandeln, fehlgeschlagen waren, 
fihrte eine Anwendung des mit Alkohol gefallten Glykokolls auf 
4 den richtigen Weg. Die von F. Hasse?*) beobachtete Methylenblau- 
Big reduktion des Glykokolls fallt bei dem aus essigsaurem Wasser 
krystallisierten starker aus als bei dem mit Alkohol gefallten. Das 
deutet darauf hin, da8 sich die Chlorierung mit Phosphorpenta- 
chlorid nicht bei der betainartigen Ringformel, sondern bei dem 
Glykokoll mit freier Carboxylgruppe vollzieht und da8B die am 
5wertigen Stickstoff des betainartigen Glykokolls gebundenen 
Wasserstoffatome labil sind und demnach das betainartige Glykokoll 
als ein Wasserstoffdonator wirken kann. 

Deshalb wird angenommen, daf sich der Unterschied der 
beiden Formen des Glykokolls in ihrem chemischen Verhalten durch 
eine Strukturverschiedenheit erklirt, die auf einer Carboxycyclo- 
desmotropie beruht. | 





Literatur 
1. M. Tomita u. Y. Sendju, Diese Z. 169, 263 (1927). — M. Tomita u. 
Y. Seiki, J. of Biochem. 30, 101 (1939). 
2. J. Sakurai, Proc. chem. Soc. 1894, 90. 
3. E. Fischer, Ber. Chem. Ges. 88, 2915 (1905). 
4. J. Walker, Proc. chem. Soc. 1894, S. 94. 
5. K. G. Falk u. K. Sugiura, J. of Biol. Chem. 34, 29 (1918). 
6. H. Biltz u. H. Paetzold, Ber. Chem. Ges. 55, 1066 (1922). 
7. Hengstenberg u. Lenol, Z. Krystallograph. 77, 424 (1931); 78, 173 (1931). 
8. Bernal, Z. Krystallograpb. 78, 363 (1931). 
9. Albrecht u. Corey, J. Amer. Chem. Soc. 1989, S. 1087. 
10. Kitaygorodski, Acta physicochim. U.R.S.S. 5, 749 (1936). 
1] 
12 
13 


oe 


. St. J. v. Przylecki u.a., Biochem. Z. 300, 128 (1939). 
. M. Tomita u. Y. Seiki, a. a. O. 
. F, Hasse, Biochem. Z. 98, 159 (1915). 











ca omeN eRe Ty 


25 


Chemie des Ameiseneies 
Von 
T. Iseki, H. Imamura und S. Motomura 
Mit 1 Figur auf Tafel I 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat zu Taihoku) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4, Juni 1941) 





Die Ameisen und ihre Hier sind die Nahrung der Schuppentiere, 
die sich wegen der Fiitterungsschwierigkeiten nie lange in Gefangen- 
schaft halten lassen; sie wollen sich eben durchaus nicht an ein 
Ersatzfutter gewohnen. Nur solange wie frische Ameiseneier zu 
haben sind, gelingt es, sie am Leben zu erhalten. Eine chemische 
Untersuchung der Ameiseneier gewinnt also in dieser Hinsicht 
hdhere Bedeutung. Sie sind: auch fir das Studium der Partheno- 
genesis, des Polymorphismus und der Geschlechtsbestimmung 
geeignet, ihre biochemische Untersuchung hat dennoch wenig 
Beachtung erfahren. Hier sind soleche Ameisen verbreitet, die ihr 
Heim in einem aus Blattern und Zweigen kunstvoll zusammen- 
gesponnenen Nest haben. Manchmal sitzen auf einem von diesen 
Ameisen bewohnten Baum eine Anzahl von zusammengewebten 
Blattnestern, in denen man beim Offnen auBer den Ameisen sehr 
oft auch noch Ameiseneier antrifft. 

Nach dem Herabbringen der Nester ritzt man ihre Wand an 
und gieBt etwas Ather hinein; dadurch werden sogleich Massen von 
Ameisen narkotisiert, so daB sie aus dem Inneren nicht mehr hervor- 
stiirzen. Auf diese Weise lassen sich Ameiseneier ohne besondere 
Schwierigkeiten in geniigender Menge sammeln. 

Als eine Fortsetzung der embryochemischen Studien von Prof. 
Tomita und seinen Schiilern!) haben wir solche Ameiseneier nach 
verschiedenen Richtungen chemisch untersucht. 


Experimentelle Belege 


1. Physikalische Eigenschaften der Ameiseneier. Die Eier der hier 
geschilderten Ameisen sind reiskorngroB, weiBlich und ovalférmig. Ihr Gewicht 
zeigt keine groBen Schwankungen. Wir haben als Mittelwert von 6860 EKiern 
11,6 mg gefunden. Der pg-Wert des Eies beim Frih- und Spatstadium der 
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Eientwicklung betragt 6,6 und 6,4. GréBe und Form der Eier sind aus dem 
Bild ersichtlich. 

2. Nahrstoffverteilung im Ameisenei. 6860 Eier (= 79,61 g) haben 
wir mit Alkohol und dann mit Ather extrahiert. Durch Trocknen der Alkohol- 
Ather-léslichen und unléslichen Anteile wurde der Wassergehalt ermittelt. 
Durch Veraschen der in Alkohol-Ather-unléslichen Bestandteile wurden die 
anorganischen Substanzen bestimmt. In den Eiern verteilen sich die Nahr- 
stoffe wie folgt: 

















Tabelle I 
Organische Substanz 
79,61g | w Trocken- 2 Anorganische 
Eier asset | substanz — = Substanz 
léslich unléslich 
g 60,60 19,01 6,420 11,958 0,632 
%o 76,12 23,88 8,064 15,030 0,791 

















3. Gesamt- und Reststickstoff. Ihre Gesamtstickstoff- und Rest- 
stickstoffmenge ist fast gleich groB wie die der Kier von Végeln, Reptilien, 
Amphibien, Schnecken und Cephalopoden. Unter den Reststickstofformen 
wurden Kreatin und Kreatinin nach Folin und Denis colorimetrisch be- 
stimmt. 























Tabelle IT 
Rest-N von Kreatin als 
Gesamt-N | Gesamtrest-N |PWS-fallbarer Kreatinin Kreatinin 
Natur ber. 
%o "o %o %o %o 
1,7239 |  0,0624 | 0,0092 | 0,0121 0,0007 





4. Der Gehalt des Ameiseneies an Glukose und Glykogen. 105,4 x 
Eier wurden mit warmem Wasser digeriert und mit Schenckscher Lésung 
enteiweiBt, der Traubenzucker dann nach Bertrand titrimetrisch ermittelt. 
Um das Glykogen zu isolieren, wurden zunachst 38,2 g Eier mit Alkohol 
durchgerihrt, am nachsten Tage abgesaugt, dann mit absolutem Alkohol 
und Ather gewaschen. Die weiBe, getrocknete Masse wurde darauf mit 


~ 60°/,iger Kalilauge 2 Stunden lang gekocht, und weiter nach Angabe von 


Pfliger auf Glykogen verarbeitet. 
Tabelle III 




















Menge der . Menge des Glykogens 
anal tides Menge der Glucose ais Sic 
Eier 
g | *o g | “lo 
105,4 g 0,962 | 0,873 vols ar 
38,2 g 0,752 1,969 
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5. Menge der Fettsubstanzen des Ameiseneies. Die Eier wurden 
mit Alkchol und Ather erschépfend extrahiert, der Extrakt wurde im Exsiccator 
bis zur Gewichtskonstante getrocknet. Der Extrakt hatte: 


Saurezahl 0,06; Verseifungszahl 193,20; Jodzahl 61,44. 


Der oben erwahnte Alkohol—-Atherextrakt wurde nach dem Trocknen in 
Ather aufgenommen und dann mit Aceton gefallt. Aus der Acetonfallung 
wurde das Phosphatid mit absolutem Alkohol extrahiert. Zur Isolierung und 
Bestimmung des Cholesterins wurde die Acetonlésung benutzt und auf Gesamt- 
cholesterin nach der Digitoninmethode verarbeitet. 














Tabelle IV 
; Alkoholléslicher, 
6860 Kier atherléslicher Galea Phosphatide 
(== 79,61 g) Fettstoff cholesterin . 
g 6,420 0,117 0,602 
%, 8,064 0,146 0,756 











6. Anorganische Bestandteile. In der Asche wurden Phosphorsaure, 
Schwefelsaure, Chlor, Kieselsiure, Natrium, Kalium, Calcium, Magnesium, 
Eisen und Kupfer nachgewiesen. Uber die quantitative Zusammensetzung der 
einzelnen Mineralbestandteile ergibt Tabelle V Auskunft. 


Tabelle V 








Mineralbestandteile in Gesamttrockensubstanz. °/, 
K,0 | Na,O| Cad | MgO| Fe | Cu | P,O,| SO, | ©! | SiO, 
1,5540 | 0,9079 | 0,0402 | 0,0663 | 0,2095 | 0,0943 | 0,4190 | 0,0139 | 0,9603 | 0,0733 
































Es ergab sich als wesentlicher Befund, daB der Gehalt an Kalium, 
Natrium, Chlor und Eisen sehr viel hoher ist als bei Eiern anderer Tierarten. 


7. Uber Fermente im Ameisenei. Zu den meisten Fermentunter- 
suchungen an Eiern diente das Hiihnerei. In unserem Institut wurden schon 
seit Jahren solche Untersuchungen an den Eiern der verschiedensten Tier- 
spezies fortgesetzt. Wir kamen zu dem SchluB, daB Menge und Art der Fer- 
mente bei den verschiedenen Tierarten sich sehr ahnlich verhalten. 

Unter den mannigfachen Fermenten untersuchten wir auf Amylase, 
Esterase, Phosphatase, Peroxydase und Arginase und fanden sie im frischen 
Ei sehr stark. Urease, Nuclease und Protease waren auch nachweisbar. 


Se 
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Chemie der Schuppentiere 
Von 


te Tosinori Iseki und Hiroyuki Imamura 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat zu Taihoku) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juni 1941) 








' Die Schuppentiere leben in Afrika, Siidasien und einigen an- 
liegenden Inseln wie Ceylon, Hainan, Sunda-Inseln und Formosa. 
a Um die natiirlichen Verwandtschaftsverhiltnisse dieser Tiere zu 
. ermitteln und die Klassifikation der Familien und Gattungen auf- 
zustellen, haben  morphologische Untersuchungen schon vieles 
, geleistet, waihrend biochemische Studien befremdend wenig Be- 
achtung erfuhren. Die von Hans Buchtala#) ausgefiihrte hydro- 
lytische Spaltung der Schuppen dieser Tiere ist die einzige bio- 
chemische Arbeit dieser Art. Nach ihm zeichnen sich die Schuppen 
unter den Keratingebilden verschiedener Herkunft durch ihren 
besonders hohen Alanin- und Tyrosingehalt aus. 

Morphologisch betrachtet erfahrt der Magen dieser Tiere eine 
weitgehende Umbildung seiner inneren Einrichtung, die als Ersatz 
fiir die fehlenden Zaihne auf ein mechanisches Zerreiben und Aus- 
pressen der Nahrung abzielt, wie wir dies sonst nur bei Végeln 
finden. Eine Verwandtschaft zwischen den Schuppentieren und den 
Végeln konnten wir auch biochemisch nachweisen. Die Arginase 
| kommt bei diesen Tieren sowohl in der Leber als auch in der Niere 
r vor, wéhrend sie sich bei anderen Saugetieren ausschlieBlich in der 
% Leber findet und im Gegensatz dazu bei Végeln nur in der Niere. 
: Andererseits nehmen unter den Wirbeltieren die Schuppentiere 
und die Végel insofern eine Sonderstellung ein, als sich Anserin 
unter den Extraktstoffen der Muskeln vorfindet. 





Fresets 


Versuchsteil 


A. Isolierung der N-haltigen Muskelextraktstoffe 


Der Wasserextrakt von 35 kg frischen Muskeln der Schuppentiere wurde 
zunéchst durch Hitzekoagulation, und dann mit Tannin-Blei vollstandig 
| enteiweiBt. Das Filtrat wurde nach Beseitigen des Bleies so weit eingeengt, 

b bis sich Kreatin (53 g) ausschied. Dann wurde das Filtrat weiter eingeengt 
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und in schwefelsaurer Lésung mit Phosphorwolframsaure gefallt. Der Nieder- 
schlag wurde mit Baryt zerlegt, mit Kohlenséure behandelt, und die-regene- 
rierte Losung stark eingeengt. Dabei schieden sich 40 g Kreatinin aus. Das 
Filtrat wurde in schwefelsaurer Lésung mit Quecksilbersulfat gefallt. Die 
Fallung und das Filtrat wurden nach Beseitigung von Hg" und SO,” in eine 
Lésung der freien Basen iiberfiihrt, und dann mit Pikrolonsaurelésung gefallt. 
Durch wiederholte Umkrystallisierung gelang es, 2,5 g eines Pikrolonates 
vom Schmelzp. 251° aus beiden Fraktionen zu isolieren. 


3,215, 3,935 mg Subst.: 5,430, 6,670 mg CO,, 1,420, 1,710mg H,O. — 
2,820, 3,020 mg Subst.: 0,539 (28°, 762 mm), 0,578 (26,5°, 761 mm) ccm N. 


CoH 6N,05°C,o9H,N,O; + HO 
Ber. C 45,96 H 4,98 N 21,45 
Gef. ,, 46,06, 46,23 »» 4,94, 4,86 ,, 21,73, 21,84. 


Wurde das Pikrolonat mit Schwefelséure zerlegt und die freie Basen- 


_ lésung mit Pikrinsdiure gefallt, so bekam man ein Pikrat, welches folgende 


Analysendaten ergab: 


3,875, 4,550 mg Subst.: 5,755, 6,750 mg CO,, 1,405, 1,630 mg H,O. — 
3,720, 3,270 mg Subst.: 0,676 (29°, 763 mm), 0,591 (29°, 761 mm) cem N. 


C,H, eN,0;°C,H,N;0, , 
Ber. C 40,92 H 4,08 N 20,90 
Gef. ,, 40,50, 40,46 », 4,06, 4,01 », 20,62, 20,46. 


Die freie Substanz bildet ein tiefblaues Kupfersalz, welches sich beim 
Trocknen im Exsiccator sofort in Violettrot verfarbt. 

Analyse und Verhalten dieses Kérpers stimmen mit denen des Anserins 
gut iiberein, und so unterliegt es kaum einem Zweifel, da8 die hier erhaltene 
Substanz mit dem Anserin identisch ist. 

In der Fraktion der Quecksilbersulfatfallung haben wir das Carnosin 
gesucht. Es wurden 0,05 g Cu-Salz einer als Carnosin angenommenen Ver- 
bindung erhalten, aber ihre Analysendaten stimmten mit denen des Carnosins 
nicht gut iiberein. 


B. Uber die Fermente der Schuppentierorgane 


Unsere Untersuchungen erstreckten sich auf die Frage des Vorkommens 
der verschiedenen Fermente in einzelnen Organen der Schuppentiere. Die 
hierbei gewonnenen Ergebnisse sowie das eigenartig verschiedene Verhalten 
der Fermentlokalisation lie8 es uns wiinschenswert erscheinen, sie mit den an 
anderen Tierarten schon ausgefiihrten Untersuchungen zu vergleichen. 

Von den verschiedenen Fermenten haben wir Amylase, Lipase, Phos- 
phatase, Trypsin, Dipeptidase, Urease und Arginase untersucht. 

Einzelne Organe wurden nach dem Zerreiben mit Wasser, physiologischer 
Kochsalzlésung oder Glycerin extrahiert, mit der Substratlésung durchgemischt 
und unter Zusatz von Toluol bei 37—38° digeriert. Bei Magen und Darm 
wurde die Schleimhaut zum Versuche verwendet. 

1. Amylase. Einzelne Organe oder Magen- und Darmschleimhaut 
wurden mit der 5fachen Menge Glycerin extrahiert. 5 ccm Glycerinextrakt, 
25 cem 2°/,ige Starkelésung und 10 cem Phosphatpufferlésung (pg 6,8) wurden 
gemischt und nach 24stiindiger Digestion die abgespaltene Glucose nach dem 
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(| Bertrandschen Verfahren bestimmt. Pankreas wirkte am starksten. Weiterhin 
fand sie sich in abnehmender Starke in Niere, Darm, Lunge, Leber, Milz, 


; Magen und Hoden. 
; 2. Lipase. 10 ccm der Fermentlésung, die man durch Suspension der 
i. zerkleinerten Organe in der 5fachen Wassermenge darstellt, wurden mit 
Je 25 ccm Tributyrinlésung (10 g Tributyrin in 500 ccm Wasser) als Substrat 
By versetzt. Dem Gemisch wurden als Puffer und Aktivator 2 com n-Ammoniak- 
ie Chlorammonlésung (px 8,9), 0,5 com 2°/,ige CaCl,-Lésung und 0,5 ccm 3°/,ige 
i Ejalbuminlésung zugesetzt. Nach der Digestion wurde die Aciditaétszunahme 
mit n/10-NaOH titrimetrisch bestimmt. Hoden und Pankreas wirkten am 
18 starksten. 
a 3. Phosphatase. Als Substrat wurde sowohl 1°/,ige Na-Glycerophosphat- 
: i lésung als auch 1°/,ige Ca-Fructosemonophosphatlésung benutzt. Nach 
: 72stiindiger Digestion wurde das abgespaltene anorganische Phosphat nach 
a eh Neumann ermittelt. Nach der Starke des Verseifungsvermégens ordneten 
r! sich die Organe folgendermaBen: Darm, Niere, Leber, Lunge, Pancreas. 
| Es bestanden aber groBe Unterschiede zwischen der Glycero- und Fructo- 
; 3 phosphatase von Hoden und Milz. Glycerophosphat wurde vom Hoden 
iy kraftig, und nur schwach von der Milz gespalten. Bei Fructosemonophosphat 
| verhielten sich jedoch die beiden Organe umgekehrt, indem Hoden am 
schwachsten und Milz am starksten spalteten. 


4. Dipeptidase. Sie wurde nach Waldschmidt-Leitz und Har- 
teneck®) ermittelt. Die Aciditaétszunahme war am starksten beim Darm. 
In Magen und Leber ist sie nachweisbar. 


5. Trypsin. Es wurde nach Waldschmidt-Leitz?) bestimmt. 5 ccm 
Peptonlésung (6°/,ig), 1ccm Fermentlésung (Glycerinauszug der Organe), 
0,3 ccm Enterokinase und 2ccm n-Ammoniak-Chlorammonpuffer (pg 8,9) 
werden gemischt und digeriert. Pankreas wirkte am kraftigsten. Leber, Milz 
und Lunge zeigten ebenfalls Trypsinwirkung. 


» A 6. Urease. Einzelne Organe wurden mit der 10fachen Menge Glycerin 
! extrahiert. 5 ccm des Glycerinextraktes wurden mit 10 ccm m/15-Phosphat- 
puffer (px 7,0) und 10 ccm Harnstofflésung (= 0,1072 g) versetzt. Nach 

24 Stunden wurde das abgespaltene Ammoniak bestimmt. 0,1072 g Harnstoff 

I, geben nach vollsténdiger Spaltung 0,05 g Ammoniakstickstoff. Unter den 

{ von uns gewahlten Bedingungen spaltete Hoden etwa 1/, des zugesetzten 
Harnstoffs hydrolytisch. Das Ferment fand sich auch in der Magenschleimhaut. 





7. Arginase. In unserem Laboratorium haben Sendju’) und Ima- 
mura‘) festgestellt, daB sich die Arginase, die bei Séugetieren hauptsachlich 
: in der Leber vorkommt, bei Végeln in der Niere, bei den Amphibien in der 
“f Leber und zum Teil auch in der Niere, und bei Fischen in der Leber findet. 
‘ Weiterhin ist bekannt, da8 Reptilienorgane Arginin spalten, am kraftigsten 
die Niere. 

10 cem 1°/cige Arginincarbonatlésung wurden mit 5 com Fermentlésung 
und 10ccm Glykokoll-NaOH-Puffer (pq 9,7) gemischt. Nach 24 Stunden 
wurde das Digerat mit n/15-Phosphatpuffer bis py 7 versetzt und Sojabohnen- 
urease zugegeben. Nach 24 Stunden wurde das aus Harnstoff gebildete 
Ammoniak ermittelt. Leber und Niere der Schuppentiere spalteten Arginin 
kraftig. 
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Chemie der Schuppentiere 


C. Gallensauren 


Die systematischen Untersuchungen von T. Shimidzu und seinen Mit- 
arbeitern5) haben ergeben, daB je nach den Tieren verschiedene Arten von 
Gallenséuren vorkommen Wir hatten Gelegenheit, eine zur Untersuchung 
ausreichende Menge Galle der Schuppentiere zu bekommen 


22 Gallenblasen wurden getrocknet, mit absolutem Alkohol extrahiert. 
Nach Verdampfen des Alkohols wurde der Riickstand in Wasser gelést und 
mit 5°/,iger Eisenchloridlésung niedergeschlagen. Aus der harzigen Fallung 
wurde das Eisen durch Natronlauge entfernt, mit Salzsiure kongosauer ge- 
macht und dann mit Ather extrahiert. Aus dem Atherextrakt wurden 0,3 g 
Palmitinséure rein isoliert, Schmelzp. 62°. 


3,250, 4,765 mg Subst.: 8,905, 13,025 mg CO,, 3,440, 5,165 mg H,0O. 


C,.H;,0, Ber. C 75,00 H 12,50 
Gef. ,, 74,73, 74,55 oi EG6: WRSRe 


Das Filtrat der harzigen Masse bei der Eisenchloridfallung wurde vom 
Eisen durch Natronlauge befreit und dann mit Kochsalz ausgesalzen. Die 
abgeschiedenen Krystalle wurden aus Alkohol umkrystallisiert. Ihrer zu 
kleinen Menge wegen konnte die Verbindung nicht analysiert werden. Sie 
ist N- und S-haltig und zeigt eine Lavulose-HCl-Reaktion. Das Filtrat wurde 
eingeengt und dann mit 20g Kaliumhydroxyd in alkoholischer Lésung 
40 Stunden lang gekocht. Durch Atherextraktion des Hydrolysates wurden 
0,21 g Krystalle vom Schmelzp. 146° erhalten, welche durch Mischschmelzpunkt 
und Farbenreaktionen als Cholesterin identifiziert wurden. 

Der atherunlésliche Teil wurde mit konzentrierter Salzsiéure kongosauer 
gemacht und das ausgefallene Harz mit viel Wasser gewaschen, dann in 
Ammoniak gelést und unter Erwarmung mit Bariumchlorid gefallt. Das 
niedergeschlagene Bariumsalz wurde mit Salzsiure behandelt, nach dem Ein- 
dampfen mit Alkohol hei8 extrahiert und im Eisschrank stehen gelassen. Die 
sich hierbei bildenden Krystalle wurden abgesaugt und getrocknet. Sie 
schmelzen bei 54°. Ausbeute 0,97 g. 


3,850, 3,775 mg Subst.: 10,455, 10,285 mg CO,, 4,265, 4,115 mg H,0. 


C,,H..0, Ber. C 73,68 H 12,28 
Gef. ,, 74,06, 74,30  ,, 12,39, 12,20. 


Es handelt sich wahrscheinlich um Myristinsaure. 

Als man das Filtrat der Bariumchloridfallung mit Salzsiure ansauerte, 
schied sich eine harzige Masse aus. Ihre alkoholische Lésung wurde nach 
Einengen mit wasserfreiem Aceton versetzt. Die sich hierbei bildenden 
Krystalle wurden abgesaugt, mit absolutem Alkohol gewaschen und ge- 
trocknet. Ausbeute 2,16 g. DaB es sich um Cholsaure handelte, wurde durch 
folgende Analysen bestitigt. 


3,980, 3,190 mg Subst.: 9,900, 7,910 mg CO,, 3,480, 2,790 mg H,0. 


C.,H,O;+ H,O Ber. C 68,18 H 10,00 
Gef. ,, 67,84, 67,63 » 9,78, 9,79. 
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Zusammenfassung 


1. Zu verschiedenen biochemischen Untersuchungen haben 
wir Schuppentiere verwendet, die bisher von Biochemikern kaum 
beriicksichtigt wurden. 

2. Unter den Saéugetiergruppen nehmen die Schuppentiere eine 
Sonderstellung insofern ein, als sich nicht Carnosin, sondern das 
bisher nur in Vogelmuskeln aufgefundene Anserin in den Extrakt- 


stoffen der Muskeln vorfindet. 
8. AuBer der Leber besitzt die Niere eine stark wirkend 
Arginase. 
Es erscheint uns sehr beachtenswert, daB Anserin in de 
Muskeln der Schuppentiere vorkommt und die Arginase sich in ihrer 
Niere findet, weil man sich vorstellen kann, da8 Schuppentiere und 
Vogel in bezug auf die chemischen Vorginge sich ebenso nahe 


verwandt aufweisen werden wie in ihrem morphologischen Aufbau. 
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Chemische Untersuchung der Zahnpulpa 
Von 


Sizuka Motomura 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat zu Taihoku) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juni 1941) 





Zabnzement und Zahnbein oder Dentin, die Hauptmasse der 
Zahne, aéhneln in ihrer chemischen Zusarmmensetzung den Knochen; 
bloB der. Zahnschmelz, welcher in diinner Schicht den frei sicht- 
baren Teil des Zahnes umgibt, weicht deutlich ab. Da das Mutter- 
gewebe des Schmelzes nach seiner Ausbildung atrophiert und das 
verbleibende Schmelzoberhaéutchen kaum mehr trophische Funk- 
tionen ausiiben kann, erhebt sich die Frage, auf welchem Wege 
die weitere Ernihrung der Schmelzsubstanz erfolgt, insbesondere 
ob ihre sehr trigen Stoffwechselvorginge AnschluB an die des 
Gesamtorganismus gewinnen. Neuerdings bricht die Auffassung 
durch, daB die Verbindung des Zahnschmelzes mit dem Dentin 
geniigend innig ist und eine Versorgung vom Zentrum her ermég- 
licht, daB der Stoffwechsel des Schmelzes von dort aus geregelt wird. 
Pfliiger!) hat den Weg injizierten Himatoporphyrins von den 
K6rperfliissigkeiten aus bis in den Schmelz hinein verfolgen kénnen. 
In jedem Zahn befindet sich eine Zahnhohle, die in einem in der 
Wurzel miindenden Kanal einen Nerven und BlutgefaiSe aufnimmt, 
die den Zahn ernaéhren und den weichen Zabnkeim bilden. Die 
Zahnpulpa erfillt die Zahnhohle und ahnelt also dem Knochenmark, 
was ihre ernahrende Funktion anbetrifft. — Bei dieser wichtigen 
Rolle der Zahnpulpa als zahnbildendes Organ mu8 es auffallend 
erscheinen, daB kaum jemand sich mit ihrer genauen chemischen 
Zusammensetzung beschaftigt hat. Uber ihren Fermentgehalt 
existieren nur zwei Mitteilungen. Yagiu?) wies Phosphatase, 
Amylase, Lipase und Protease nach. Ogawa*) hat ebenfalls Phos- 
phatase gefunden. Auf Vorschlag von Prof. Tomita habe ich die 
chemischen Zusammensetzungen der Zahnpulpa weiter verfolgt. 

Zu meinen Untersuchungen verwendete ich eine gréBere Menge 
der Zahne junger Schweine (8—14 Monate alt), welche vom 
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84 Sizuka Motomura, 


Schlachthofe bezogen wurden; die Zaéhne wurden instrumentell 
geéffnet und die Pulpa herausgenommen. Die gesammelten Pulpae 
wurden sodann im Porzellanmérser tiichtig durchgeknetet und zer- 
rieben, und so eine méglichst homogene Masse erhalten, die zu 
weiterer Verarbeitung geeignet erschien. 


Experimentelle Belege 


1. Fermente. Robison und Soams‘) haben ein wirksames, organische 
Phosphorsaureester spaltendes Ferment in dem Extrakt der Rattenzaihne 
nachgewiesen. AnschlieBend an diese Arbeit hat Yagiu®) Phosphatase in der 
Zahnpulpa verschiedener Haustiere festgestellt. Es lohnte sich zu untersuchen, 
welche weiteren Fermente in der Zahnpulpa enthalten sind. Daher habe ich 
zunachst die Untersuchungen von Yagiu nachgeprift und ebenfalls Phos- 
phatase gefunden, dariiber hinaus aber auch noch Amylase, Saccharase, Lipase 
und Katalase festgestellt. 

Die Pulpa wurde im Morser zerrieben und mit 5facher Menge Glycerin 
gemischt. Dieser homogene Brei wurde nach 24stiindigem Stehenlassen im 
Risschrank abfiltriert und das Filtrat in 2 Halften geteilt; die eine davon 
wurde mit Substratlésung gemischt und unter Zusatz von Toluol bei passender 
Reaktion digeriert, die andere jedesmal unter Innehaltung identischer Be- 
dingungen fiir die Kontrollversuche benutzt. 

Bei der Priifung auf Diastase wurde 1°/, Glykogenlésung als Substrat 
verwendet, zur Priifung auf zuckerspaltende Wirkungen nahmen wir 9,6°/, 
Saccharoselésung, die gespaltene Hexose wurde nach Bertrand ermittelt. 
Lipase wurde nach Rona-Michaelis mit Tributyrin nachgewiesen. Zur 
Priifung auf Phosphatase wurden glycerinphosphorsaures Natrium und 
fructosemonophosphorsaures Natrium benutzt. Die bei diesen Versuchen 
abgespaltene Phosphorséure wurde nach Neumann ermittelt. Auf Katalase 
wurde nach Hennich untersucht. 




















Tabelle I 

Fermente Starke der Wirkung | p,-Optimum 
RPO is se a eg ao ae 
oe Or ermeran erin + 
DONTE 54 bk ow gen - 
NE a oa ss a5 ee a Sie 
Glycerophosphatase. ..... +++ 9,0—9,8 
Fructosemonophosphatase . . . set 7,8—8,6 


Ks fallt auf, da8 die Pulpa solch eine starke Katalasewirkung zeigt. 


2. Nabrstoffverteilung. Sie wurde genau wie in der vorhergehenden 
Mitteilung S. 26 ermittelt. 


_ 8. Reststickstoff. Die Zahnpulpa wurde getrocknet, mit Alkohol und 
Ather behandelt, das entfettete Material in Wasser gelést. Die waBrige Lésung 
wurde mittels der Tanninmethode enteiweiBt. In dieser eiweiBfreien Lésung 
habe ich den Gesamtstickstoff, den mit Phosphorwolframsaure fallbaren Rest- 
stickstoff und den nach van Slyke bestimmbaren Aminostickstoff bestimmt. 
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Tabelle II 
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; Organische Substanz Anorga 
Trocken- nn . | 
$219 g Wasser ries Alkohol- | Alkohol— nische i 
Zabnpulpa substanz Ather Ather Substanz ak 
‘lésliche | unlésliche Ri 
A 
g 2891,9 327,1 36,6 166,9 123,6 oo i 
%/y 89,84 10,16 1,14 5,18 3,84 te 
Tabelle III e 
cee 
. Rest-N von PWS- Amino-N nach SN 
Gesamtrest-N fallbarer Natur van Slyke ptds| 
0,0347°/, 0,0042%/, 0,0008%/, aud 


, 4. Fettstoffe. 3219¢ Zahnpulpa der Schweine wurden mit Alkohol 
und dann mit Ather extrahiert. Der Alkohol—Atherextrakt wurde durch wieder- 


holte Extraktion 


schlieBlich in absolutem Alkohol hei8 aufgenommen. Der Alkoholextrakt wurde 
im Exsiccator bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Einzelne Kennzahlen 
wurden in der bekannten Weise bestimmt. Sie ergaben folgende Werte: 


J.-Z. 47,3, Verseifungszahl 257, Séurezahl 181, Esterzahl 76. 


Um die einzelnen Bestandteile der Fettstoffe zu isolieren, wurde der 
oben erwahnte Alkoholextrakt nach dem Trocknen im Exsiccator in Ather 
aufgenommen und dann mit Aceton gefallt. Die Acetonlésung (A) wurde fir 
die weitere Bearbeitung der Neutralfette, Fettsiuren und Sterine aufbewahrt. 
Aus der Acetonfallung wurde das Phosphatid mit absolutem Alkohol extrahiert. 
Nach dem Einengen des Alkoholextraktes schieden sich 1,16 g Krystalle, 
wahrscheinlich eines Diaminomonophosphatids, aus. 


0,1805 g Subst.: 4,4 ccm n/10-H,SO, (Kjeldahl). — 0,1240 g Subst.: 
7,4 ccm n/2-NaOH (Neumann). 


Aus der eingeengten phosphatidfreien Acetonlésung (A) schieden sich 
beim Stehenlassen zunachst 0,3g krystalline Massen aus, die neutral reagierten, 
bei 63° schmolzen, und eine Liebermann-Burchards Reaktion zeigten. 
Nach Eindampfen der Mutterlauge wurde der Riickstand mit Alkohol auf- 
genommen. Durch Einengen dieses Alkoholextraktes konnte ich zwei Arten 
krystallisierender Neutralfette erhalten. Krystalle a (0,56 g) schmolzen bei 
42439, und Krystalle b (0,33 g) bei 40—42°. Die Analysenresultate lassen 
fir a Dipalmitoolein, und fiir b Dilauromyristin errechnen. 


a: 3,565 mg Subst.: 10,015 mg CO,, 3,860 mg H,O. — 3,880 mg Subst. : 
10,885 mg CO,, 4,130 mg H,O. 


C53Hj990, (Dipalmitoolein) Ber. C 76,36 H 12,13 
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tunlichst von Wasser befreit, im Vakuum eingedampft 


Sn a a A Sn OS a eB ie 


PS ae 
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Gef. N 3,41 P 3,30. 


Bromaddierung (+) 


Gef. ,, 76,62, 76,51 55 22,11, 13,0) 
3% 











86 Sizuka Motomura, 


b: 4,245 mg Subst.: 11,520 mg CO,, 4,505 mg H,O. — 4,230 mg Subst.: 
11,430 mg CO,, 4,450 mg H,0. 


Bromaddierung (—) 


C,,H,,0, (Dilauromyristin) Ber. C 73,80 H 11,78 
Gel. 5» 401,:78,70 | op BST, Tie, 


Nach meinen Versuchen besteht also das Zahnpulpafett aus den Glyce- 
riden der Olsaiure, Palmitinsdure, Laurinséure und Myristinsaure. 

Das Filtrat der beiden Glyceride reagierte stark sauer und ergab 1,66 g 
Cholesterin. Die Mutterlauge wurde mit Kalilauge neutralisiert, und dann 
mit Ather extrahiert; die waBrige Kaliseifenlésung wurde wieder mit Schwefel- 
séure angesduert und mit Ather extrahiert. Nach dem Bleisalzverfahren von 
Twitschell konnten 1,08 g krystalline Fettsiuren, wahrscheinlich Palmitin- 
siure, isoliert werden; Erstarrungspunkt 56°, Schmelzp. 62,5°. 


3,320 mg Subst.: 9,095 mg CO,, 3,555 mg H,O. — 3,860 mg Subst.: 
10,540 mg CO,, 4,210 mg H,O. 


C,,.H;,0, (Palmitinséure) Ber. C 74,93 H 12,56 
Gef. ,, 74,71, 74,47 —,, 11,96, 12,20. 























Tabelle IV 
Aus 36,6 g getrockneten Alkohol-Atherextrakt (3219 g Zahnpulpa) 
Phos- | Chole- | Dipalmito- | Dilauro- | Palmitin- Verbindung 
phatide sterin olein myristin siure | (Schmp. =63°) 
116g | 166¢ | Oo56¢ | 033¢ | 108¢ 03 ¢ 











5. Mineralbestandteile. Die Asche macht 3,84°/, der entfetteten 
Trockensubstanz der Zahnpulpa aus. Sie enthalt nur kleine Mengen von 
Calcium, Magnesium, Natrium, Kalium, Phosphorséure, Schwefelséure, Kiesel- 
siure, Chlor und Fluor. Die Alkalien, Erdalkalien und die Schwefelsaure 
wurden gravimetrisch bestimmt, die Phosphorsaure als Ammoniummagnesium- 
phosphat gefallt, in das Phosphorsiuremolybdat iiberfiihrt und nach Neu- 
mann titrimetrisch ermittelt. Chlor wurde nach Volhard, und die Kiesel- 
siure nach Gonnermann bestimmt. Zur Ermittlung des Fluors wurde die 
entfettete Trockensubstanz mit KOH-haltigem Glycerin verascht, und das 
Fluor in der Asche als Calciumsalz gravimetrisch bestimmt. 


Tabelle V 








Mineralbestandteile in Zahnpulpa (°/o) 





arora K,0O }sa0 CaO | MgO | P,O*]| SO, | SiO, |] Cl F 


asche 



































3,8400 [0,5399 11,6121 |0,3252| 0,1100 | 0,5226 |0,1694] 0,0188 |o,5425 |,0042 








Chemische Untersuchung der Zahnpulpa 


Zusammenfassung 


1. In gutem Einklang mit Yagius Angabe finden sich Phos- 
phatase, Amylase und Lipase in der Zahnpulpa; neu wurden 
Saccharase und stark wirksame Katalase nachgewiesen. 

2. Die Zabnpulpa besteht aus 90°/, Wasser und 10°/, Trocken- 
substanz. Reststickstofformen kommen in der Zahnpulpa ganz 
sparlich vor. ‘ 

8. Der Alkohol—Ather-Extrakt der Zahnpulpa enthalt Neutral- 
fette, Cholesterin, Phosphatid und freie Fettsauren. 

4. Die Glyceride bestehen aus Olsiure, Palmitinsiure, Laurin- 
siure und Myristinséure, aber nicht aus Stearinséure. Mit Hilfe des 
Twitschellschen Verfahrens konnte freie Palmitinsaure isoliert 
werden, hingegen miflang dies fir freie Stearinsiure. 

5. Unter den anorganischen Bestandteilen, deren Gehalt 
3,84°/, betragt, fallt der hohe Gehalt an Natrium auf. In einer 
verhaltnismaBig groBen Menge findet sich in der Zahnpulpa auch 
Kalium. Unter den Anionen iiberwiegen Chlor und Phosphorsaure. 
Fluor ist nur in geringer Menge vorhanden. 
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Uber die Stellung der Urokaninséure im Histidinstoffwechsel 
Von 


Y. Kotake 





(Aus dem Institut fiir Gewerbewissenschaften der Kaiserlichen Universitat zu Osaka) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Juni 1941) 








Nach E dlbacher!) wird Histidin im tierischen Organismus 
durch ein besonderes Enzym, Histidase genannt, angegriffen, wobei 
der Vorgang sich nach dem Autor wahrscheinlich wie folgt vollzieht: 


age Ht 60 
C—N HO-C 
bu, as bu, + NH,”*) 
uu, duu, 
boon oou 


Die gebildete Substanz ist nach Edlbacher u. a. ungemein 
zersetzlich und wird bei alkalischer Reaktion in optisch aktive 
Glutaminsaéure umgewandelt. Vor 19 Jahren habe ich gemeinschatft- 
lich mit Konishi?) an einem Hund nach Eingabe von Histidin aus 
dem Harn Urokaninsaure isoliert, die von Jaffé*) vor 67 Jahren 
und spaiter von Siegfried‘) im Hundeharn entdeckt war. Da wir 
damals wuBten, daf diese Séure im Organismus schon in der Leber 
leicht in Zersetzung geht, haben wir auf Grund dieses Resultates 
den Gedanken ausgesprochen, daB sie wahrscheinlich ein normales 
Zwischenprodukt des Histidinabbaues darstellt. Edlbacher hielt 
das aber besonders deshalb fiir unwahrscheinlich, weil in unserem 
Versuch bei groBen Gaben von Histidin nur kleine Mengen Uro- 
kaninséure — z. B. insgesamt 1,5 g Urokaninsiure aus 72 g Histi- 
din — gewonnen wurde, so daB seiner Meinung nach durch die 
groBen Dosen von Histidin abnormale Bedingungen fir den Abbau 
bestanden haben. Auf diese Weise hat Urokaninsaéure im Histidin- 





*) Nach Kauffmann u. Mislowitzer ist aber diese Ammoniak- 
abspaltung durch die Wirkung einer Desamidase erklarbar. 





Uber die Stellung der Urokaninsdure im Histidinstoffwechsel 39 


stoffwechsel gar keine groSe Aufmerksamkeit der Fachgenossen 
erregt, trotzdem Kiyokawa®5) spiter wiederholt in unserem bio- 
chemischen Laboratorium an Kaninchen, auch beim Gebrauch 
kleiner Dosen von Histidin, ebenfalls eine Urokaninsaureaus- 
scheidung bemerkt hat. 

Neuerdings hat in unserem Institut fiir Mikrobenkrankheiten 
vor allem Y. Sera den merkwiirdigen Befund erhoben, da8 Histidin 
in der Leber (von Katzen und Kaninchen) durch die Enzymlésung 
Edlbachers leicht in Urokaninséiure — solches Enzym ist auch 
an gewissen Bakterien nachweisbar — und daB die gebildete Uro- 
kaninsiure wieder durch ein besonderes Enzym leicht in d,]-Iso- 
glutamin iibergefiihrt wird. — Vielleicht wird hierbei enzymatisch 
die Enolform des Isoglutamins gebildet, die bei Isolierung als salz- 
saures Salz in d,1l-Isoglutamin umgewandelt wird’*). 


Zu dem Zweck, irgendein Zwischenprodukt zu fassen, haben Sera und 
Yada®) die Einwirkung der Histidase auf Histidin zu einem Zeitpunkt, wo 
das zugesetzte Histidin noch zum Teil unverandert zuriickblieb, unter- 
brochen. Die Spaltungsfliissigkeit wurde dann mit Bleiessig gefallt und das 
Filtrat, vom Blei durch Schwefelwasserstoff befreit, bei vermindertem Druck 
eingedampft, wobei zunichst Urokaninsaure ausgeschieden wurde. Die Mutter- 
lauge wurde weiter fast zur Trockne eingedampft und mit Alkohol extrahiert. 
Aus dem alkoholischen Auszug schied sich beim Verdampfen und Salzsaure- 
behandeln ein salzsaures Salz krystallinisch aus. DaB es salzsaures d,]-Iso- 
glutamin darstellt, hat Sera (mit Akabori) durch Vergleich mit dem synthetisch 
gewonnenen Produkt sichergestellt. Sera und Yada haben ferner durch 
Einwirkung eines Leberfermentes auf Urokaninsaure ebenfalls eine Isoglut- 
aminbildung mit Sicherheit bewiesen. 

l-Isoglutamin geht auch in der Leber wahrscheinlich enzymatisch in 
l(+-)-Glutaminsaure iiber. 


Die Glutaminsaurebildung aus Histidin im Organismus, die 
von Edlbacher aufgefunden wurde, ist durch Nachprifungen 
von Abderhalden und Buadze’), sowie von Sera u. a. nicht 
mehr zweifelhaft. Was ihren Mechanismus anbetrifft, ist manches 
noch nicht ganz klar. Es scheint uns aber vorlaufig sehr fraglich, 
da Histidin in demselben Organismus auf zwei verschiedenen 
Wegen in denselben Stoff iibergeht, und auf Grund unserer bisherigen 
Untersuchungen halte ich fiir wahrscheinlich, daf Urokaninsaure 
hierbei stets als ein Zwischenprodukt erscheint. 

In welchem Mechanismus Histidin in Urokaninséiure um- 
gewandelt wird, kann ich vorliufig nicht mit Sicherheit sagen. 





*) Beide Enzyme wurden auch von Takeuti (im Medizinisch-chemischen 
Institut der Medizinischen Akademie zu Tiba) aus Leber durch Rohrzucker- 
lésung bzw. Wasserextraktion in konzentrierter Lésung hergestellt. 
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Sicherlich geht aber der Vorgang im Tierkérper anders als die 
gewohnliche sogenannte oxydative Desaminierung vor sich, wie 
friher vermutet wurde. Diesen Desaminiermodus*) méchte ich 
also immer noch als ,,intramolekulare Desaminierung“ bezeichnen, 
wenn auch ihr naiherer Mechanismus gegenwartig unbekannt ist. 
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Studien iiber den intermediaren Stoffwechsel 
des Tryptophans. XXVIII—XXXVI. 
Von 
Y. Kotake 





(Aus dem Biochem. Institut der Med. Fakultaét der Kaiserl. Universitit zu Osaka) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Juni 1941) 





XXVIII. Eine Modifikation der Tryptophanbestimmung 
nach Tillmans und Alt 
Von 
T. Masayama und C. Itagaki 
Mit 3 Figuren im Text 





Wir haben eine Bestimmungsmethode des Tryptophans nach 
Tillmans und Alt’) fiir das Stufenphotometer ausgearbeitet mit 
dem Erfolg, daB das Verfahren hierdurch einfacher und ge- 
nauer wird. 

1. Erforderliche Reagentien: a) 2°/, Formaldehydlésung, 
b) 66°/, reine Schwefelsaure. 

2. Ausfiihrung: a) fiir freies Tryptophan. 

Wenn die zu untersuchende Flissigkeit Hiweif enthalt, wird 
es vorher mit Trichloressigsiure entfernt. 1 ccm des Filtrates 
wird in einen Kolben von 20 ccm gebracht, 1 Tropfen Form- 
aldehyd hinzugefiigt und unter leichtem Umschwenken mit 66°/,iger 
Schwefelsiure bis zur Marke aufgefillt, verschlossen und einige 
Male unter Vermeiden einer Schaumbildung geschiittelt. Die 
Flissigkeit wird dann in eine Kiivette (30 mm) gebracht und mit 
Filter § 47 im Pulfrich-Photometer die Extinktion bestimmt, 
am besten 5 Minuten nach dem Schwefelsaurezusatz. Als Kontrolle 
dient die zu untersuchende Flissigkeit nur mit 66°/, Schwefel- 
saure versetzt. 

b) fir gebundenes Tryptophan (EiweiB). 


1) Tillmans u. Alt, Biochem. Z. 164, 135 (1925). 





























= — “ ‘ “ Stee Sa See” . > 
a — > ri ¥ 2 = “5 a) 
ties! a nee es See Ne eae ae earn as 





_—.ee ee ee ee ee ee 





49 Y. Kotake und Mitarbeiter, 


Das zu untersuchende EiweiB wird in 30°/,iger Kalilauge 
villig gelést und in einen MeBkolben von 20 ccm gebracht, mit 
30°/,iger Essigsiure unter Abkiihlung neutralisiert und weiter 
wie oben verarbeitet. Es wird gleichzeitig die verwendete Eiweib- 


menge nach Kjeldahl ermittelt. 


Experimentelles 
1. Auswahl des Filters 


Aus der Fig. 1 ergibt sich, daB die Extinktion bei 470 mp 
am stirksten ist. Wir haben bei der Ausfihrung stets als 
Filter Zeiss S 47 gebraucht. 


















020+ ae 
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2. Abhingigkeit von der Zeit 
































ah Zeit 
0 23 " in Min. Do K 
S 0227 
8 aor 2 | 35,5 | 0,150 
eet 3 | 35,0 | 0,152 
< ) 4 | 34,410,154 
8 079 | 5 | 34,4 | 0,154 
3 gist 10 | 34,0] 0,156 
Baal 20 | 33,2 | 0,160 
x rs 30 | 31,5 | 0,167 
S 16 + 40 | 29,5 | 0,177 
Y 0GLz_W. . ‘ . . —— 50 | 27,8 | 0,185 
25 170 2 30 YO $50 G60Hin 60 | 27,5 | 0,187 
Fig. 2 80 | 27,0 1 0,190 








D: Durchlissigkeit 
K: Extinktionskoeffizienten 
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Die Extinktion nimmt bis 5 Minuten nach dem Schwefelsiure- 
zusatz schnell zu, und schreitet innerhalb weiterer 5—10 Minuten 
sehr langsam fort. Spiter nimmt sie wieder schnell zu und wird 
nach 50 Minuten beinahe konstant. 
schlecht messen, weil die Fliissigkeit sich zunehmend dunkel farbt. 


3. Abhangigkeit der Tryptophankonzentration 
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G590 








Tryptophan 
mg D%, K 
gst 4 in 1 cem 

0,010 96 0,0060 
« 3 0,025 90 0,0153 
g 0,040 84 0,0250 
sS . 0,050 81 0,0300 
& 437 0295 7 0,100 66 0,0600 
S hove 0,125 50,5 0,075 
Re aol \ 0,150 54 0,0894 
gS %* 0176 0,200 44 0,1190 
= 0,250 36,5 0,1490 
S ah 120 i 0,300 29,5 0,1760 
agalnig h060 0,400 19 0,2400 
“030 0,500 13 0,2953 

al or or er 1,000*) 25 0,601 

00501 G2 G3 Q4 G9 Q6 07 08 09 0 


Tryptophan mg in iccm 
Fig. 3 


Die Tryptophanmenge einer Lésung 14Bt sich also im obigen 
Konzentrationsbereich einfach durch Extinktionsbestimmung er- 
mitteln; die Empfindlichkeit ist 10mal gréBer als bei der ur- 


spriinglichen Methode. 


Sie léBt sich aber jetzt 
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*) Kiivetten 1,005 em 


4, Tryptophangehalt im EKiweib 


Mit dem neuen Verfahren haben wir an einigen HiweiBarten 
















ihren Tryptophangehalt bestimmt. Hierbei wurden im Kuhkasein 
1,72°/,, im Oryzenin 2,26°/,, in einem Serumalbumin (im Handel 
bezogen) 2,6°/,, in einem aufs 4fache verdiinnten Serum aus 
Ohrenvenenblut des Kaninchens 0,86—1,20 mg in 1 ccm gefunden; 
Gelatine und Zein erwiesen sich als tryptophanfrei. 


5. Spezifitat der Reaktion 


Die Reaktion wurde mit einigen Tryptophanabkémmlingen 
probiert. 

a) Indolessigsiiure: 0,2 mg Substanz in 1 ccm gelist ergaben 
keine Extinktion. Eine konzentrierte Lisung farbt sich durch 


Schwefelsdurezusatz nur rétlich. 
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b) Indolmilchsiure: 0,1 mg Substanz zeigte eine Extinktion, 
die 0,025 mg Tryptophan entspricht. 

c) Kynurenin und Kynurensaure negativ. . 

d) Indol: 0,5 g Substanz in 1 ccm gelést, gaben keine Reaktion, 
Eine konzentriertere Liésung farbte sich durch Schwefelsaure rot. 

e) Skatol: 50mg °/,-Lésung zeigte eine Extinktion, die 3,5mg°/, 
Tryptophan entspricht. 

f) Methylindol gab keine Reaktion. 


XXIX. Zur Frage der Tryptophanzersetzung 
bei der Séurehydrolyse von Eiwei8 
Von 


T. Yoritaka 





Bekanntlich wird Tryptophan bei der Siurehydrolyse des 
EiweiBes zersetzt. Dessenungeachtet wird Tryptophan selbst, auch 
mit 25°/,iger Schwefelsiure lange Zeit gekocht, nicht zerstért. 
Wenn man aber Tryptophan zusammen. mit einem Hydrolysat 
des Caseins kocht, dann tritt unter Huminbildung Zersetzung ein, 
die mit der Zeit fortschreitet. Sie geht einigermaBen der Menge 
zugesetzten HiweiShydrolysats parallel. Das gleiche Verhalten 
wird auch beim Zusammenkochen von Tryptophan mit Casein 
in 25°/,iger Schwefelsiure bemerkt. Um zu entscheiden, welche 
Substanz bei der Saéurehydrolyse aus Casein entsteht und Trypto- 
phan zersetzt, habe ich einige Orientierungsversuche ausgefiihrt. 


Experimentelles 


Das zum Versuch verwendete Caseinhydrolysat wurde aus 
Hammarstens Casein durch 25stiindiges Kochen mit 25°/,iger 
Schwefelsiure hergestellt und zum Gebrauch mit der 3fachen 
Menge Wasser verdiinnt. Die Zersetzung des Tryptophans (oder 
des Eiweifes) durch Schwefelséure erfolgte in einem Rundkolben 
auf dem Baboblech am RiickfluB. Zur Bestimmung des zuriick- 
gebliebenen Tryptophans wurde alle Stunde (oder in einem be- 
stimmten Intervall) 1ccm abpipettiert und nach dem Verfahren 
von Masayama und Itagaki?) behandelt. 





1) Masayama u. Itagaki, vgl. oben. 
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’ | ; Versuch1. 0,1 g Tryptophan + 200 cem 25°%,ige Schwefelsdure 








Kochzeit (Stunden) Tryptophanmenge (mg) 











0 0,39 
) 3 0,39 
24 0,39 


Tryptophan ist also beim Kochen mit 25°/,iger Schwefel- 
siure bestindig. 


Versuch 2. 0,05 g Tryptophan + 50 cem 25°,ige H,SO, + 50 cem 

















Sdurehydrolysat . 
Koehzeit (Stunden) | Tryptophanmenge (mg) | Abnahme (°/,) 
0 403 
1 352 — 12,4 
2 315 — 218 
3 275 — 31,7 
4 265 — 34,2 
5 253 — 37,2 
24 160 — 60,2 








Tryptophan wird also beim Kochen mit 25°/,iger Schwefel- 
siure, wenn hierzu etwas Saurehydrolysat des Caseins hinzu- 
gefiigt wird, nach und nach zersetzt. 


Versuch 3. 0,05g Tryptophan + 50cem 25°/,ige H,SO, + 100 ccm 














‘ Sdurehydrolysat 
q Kochzeit (Stunden) | Tryptophanmenge (mg}} Abnahme (°/,) 
0 185 
3 055 — 70,3 
5 053 — 71,5 
6 040 — 78,5 
24 025 — 86,5 








Tryptophan wird also beim Sieden mit 25°/,iger Schwefel- 
siure, wenn hierzu doppelt soviel Caseinhydrolysat hinzugefiigt 
wird, dementsprechend im Vergleich zu oben viel schneller zer- 
setzt. 
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Versuch 4. 0,05g Tryptophan + 3,75 g Casein + 100 cem 25°/,ige H,SC, 














Kochzeit (Stunden) | Tryptophanmenge (mg) Zu- und Abnahme (°/,) 
0 490 
1 580 + 18,4 
2 520 + 66,1 
3 425 — 13,3 
5 425 — 13,3 
22 240 — 51,0 








Die Tryptophanmenge nimmt also in den ersten Stunden, 
wenn das Casein noch nicht so tiefgreifend gespalten ist, zu, um 
dann bei vollstindiger Caseinzersetzung von 3 Stunden an wieder 
abzunehmen. 


Versuch 5. 100cem Caseinhydrolysat wurden mit 10°/,iger Natronlauge 

neutralisiert und von einer dabei entstandenen geringen Menge Niederschlag 

abfiltriert. Zu einer Hilfte des ganzen Filtrates wurden 0,25 mg Tyrptophan 
und 20cem 25°/,ige Schwefelsiure hinzugefiigt und gekocht 














Kochzeit (Stunden | Tryptophanmenge (mg)| Abnahme (°/,) 

0 145 
1 120 — 17,2 
2 105 — 27,6 
3 095 — 34,5 
4 090 — 38,0 
5 075 — 48,0 

24 065 — 55,0 








Zur anderen Hialfte wurden 1,0g Phenylhydrazin und 2,0¢ Eisessig 
hinzugefiigt und 1 Stunde auf dem Wasserbade erhitzt. Nach dem Er- 
kalten wurde die Fliissigkeit vom Niederschlag abfiltriert und das iiber- 
schiissige Phenylhydrazin mit Ather beseitigt. Sie wurde dann mit 20 cem 
25°/,iger Schwefelsiure und 25mg Tryptophan versetzt und gekocht. 








Kochz. (Std.) | Tryptophanmenge (mg) |} Kochz. (Std. | Tryptophanmenge (mg) 




















0 185 4 180 
1 195 5 180 
2 190 24 180 
3 190 


Daraus geht hervor, daB im Saurehydrolysat, das Tryptophan 
zersetzen kann, eine Substanz enthalten ist, die mit Phenyl- 
hydrazin reagiert und demnach wahrscheinlich eine Carbonyl- 
verbindung ist. 





wpe See {Suc agama 
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Versuch 6, Zur Sicherheit habe ich noch eine Caseinhydrolyse mit 
25°/,iger Schwefelsiure ausgefiihrt, wobei vom Anfang an Phenylhydrazin 
zugesetzt wurde. 


a) 25g Casein + 125 ecm 25°/, ige H,SO, + 2,0g Phenylhydrazin 


























Kochz. (Std.)| Tryptophanmenge (mg) | Kochz. (Std.) | Tryptophanmenge (mg) 
0 235 5 627 
1 575 6 645 
2 595 8 775 
3 610 24 950 
4 627 














b) 35g Casein + 175 ccm 25°/,iger H,SO, + 2,0 g Phenylhydrazin 























Kochzeit |'Tryptophanmenge (mg) |} Kochzeit | 'Tryptophanmenge (mg) 
40 Min. 470 4 Std. 740 

50 580 a 740 

1 Std. 740 0 ss 750 

es 740 





Hierbei erfahrt die Tryptophanmenge erst mit der Zeit eine 
Zunahme, ohne bei lingerem Kochen abzunehmen. 


Versuch 7. Zuletzt habe ich eine Caseinhydrolyse durchgefihrt, wobei 


jede Stunde die gebildete Menge Tryptophan in mg nach der genannten 
Methode bestimmt wurde. 














i 20 g Casein + 100 cem | 25 g Casein + 125 cem 
Kochzeit 25 °, H,SO, 8 H,SO, 
0 52 150 

10 Min. 252 -—- 
y | ae 740 ~— 
| ee 1002 a 
a... 1180 —- 
| ee 1235 -= 
1 Std. 1235 1045 
ae 1365 1119 
S.4; 1305 1095 
Sepa 1060 0780 
| fee 1060 — 
a4:° 0740 0325 








Ob das Tryptophan hierbei ganz frei existiert, ist noch etwas 
fraglich. Jedenfalls ist es aber nicht mehr an Hiweif gebunden. 
Hierbei zeigte sich die Tryptophanmenge wie oben, in der 
2. Stunde am gréBten, um dann allmahlich abzunehmen. Es laBt 
sich also vermuten, da8 um diese Zeit aus dem Casein eine 
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Carbonylverbindung entstanden ist, die mit dem freigesetzten 
Tryptophan eine Verbindung eingeht und zur weiteren Um- 
wandlung fihrt. 

Die Carbonylverbindung ist vorliufig unbekannt. Ob sie mit 
Acetaldehyd, das bei Zersetzung verschiedener HiweiBe von 
Riesser?) nachgewiesen ist, in irgendeiner Beziehung steht, kann 
ich nicht sicher sagen. Die Untersuchung wird fortgesetzt. 





XXX. Uher die Konfigurationsinderung des Tryptophans 
im Tierkérper 
II. Mitteilung 


Von 
Y. Kotake und @. Gotd 





In einer friiheren Mitteilung?) haben wir berichtet, dab 
d-Tryptophan im Leber- und Nierengewebe zum Teil in 1-Trypto- 
phan umgewandelt wird. Dies gewinnt besonders dadurch an 
Interesse, dab Rattengewebe, und zwar Leber wie auch Niere, im 
Vergleich zu Mausegewebe bei dieser Umwandlung viel stirker 
wirkt. Wir erkennen darin die Ursache fiir eine bessere Aus- 
nutzung des d-Tryptophans bei Ratten als bei Mausen. Da aber 
durch die bisher publizierten Daten unsere Auffassung, die aus 
d-Tryptophan in einem Gewebe gebildete Substanz als 1-Trypto- 
phan anzusprechen, etwas unzureichend belegt erschien, haben 
wir die Substanz von neuem einer genaueren Untersuchung unter- 
worfen. Wir haben gefunden, daB die genannte Inversion, die 
wir ,,Stereonaturalisation* nennen méchten, in einem Gewebe bei 
p, = 8 am deutlichsten zutage tritt. So wurden die vorliegenden 
Versuche statt wie friher bei p,=7,18 jetzt bei p,=8 aus- 
gefiihrt, und zwar unter Verwendung von iiberlebendem Nieren- 
brei. DaB die Niere*) unter den Organen in bezug auf die Trypto- 
phanstereonaturalisation die starkste Wirkung zeigt, geht aus 
friiheren Untersuchungen hervor. 





1) Riesser, Diese Z. 196, 201 (1931). 

*) Kotake u. Gotd, Diese Z. 248, 41 (1937). 

*) Das Nierengewebe wirkt im Vergleich mit Lebergewebe viel stirker. 
Dies wird wahrscheinlich z. T. dadurch bedingt, daB das gebildete 1-Trypto- 
phan im Lebergewebe durch Enzyme weiter gespalten wird. 
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Bevor wir auf die eigentlichen Versuche eingehen, haben wir vorsichts- 
halber unser Verfahren zur |-Tryptophanbestimmung auf seine Genauigkeit 
hin untersucht. Wie friiher erwihnt, basiert es darauf, da8 Colibakterien, 
wenn ihr Stamm passend gewiblt wird, unter den Tryptophanmodifikationen 
ausschlieBlich die 1-Modifikation zu Indol zersetzen, so daB die gesuchte 
1-Tryptophanmenge durch Bestimmung des gebildeten Indols ermittelt wird. 
Das Indol wurde hierbei durch die bekannte Farbenreaktion mittels Dimethyl- 
aminobenzaldehyd mit gutem Erfolg bestimmt. . 

Von einer 1-Tryptophanlésung wurde 1 cem in einem Erlenmeyerkolben 
von 100 cem mit 5 cem m/10-Phosphatpuffer (pq = 8) und mit 1 cem indol- 
negativer Colisuspension versetzt, nachdem festgestellt worden war, daB sie 
nur 1-Tryptophan unter Indolbildung angreift, mit Watte verschlossen und 
18 Stunden lang bei 37°C stehen gelassen. Nach Ablauf der Zeit wurde 
die Probe zunichst in Eis abgekihlt und 2mal mit je 20ccm Petrol- 
ither ausgeschiittelt. Das auf diese Weise gewonnene Indol wurde, wie 
friiher angegeben, colorimetrisch mit folgendem Ergebnis bestimmt: 




















Tryptophanmenge : : 
in der tiene (ing) Ermittelt (mg) Differenz (°/,) 
1-Modifikation 
0,025 0,026 +4 
0,0125 0,012 —9 
d, 1-Modifikation 
0,100 0,047 — 6 
0,050 0,026 4 
0,050 0,0234 — 6,4 
0,025 0,0127 + 1,6 








Ferner haben wir diese Methode unter ganz denselben Bedingungen, 
wie bei den spiiteren eigentlichen Versuchen ausgefiihrt Die Resultate zeigten 
hierbei keine nennenswerte Abweichung. 

Da wir bei unserem Versuch fiir die Tryptophanbestimmung das Ver- 
fahren von Masayama und Itagaki benutzten, haben wir es auch auf 
seine Genauigkeit hin untersucht, und zwar ebenfalls unter den gleichen 
Bedingungen wie bei den eigentlichen Versuchen. 














Tryptophanmenge (mg) Ermittelt (mg) Differenz (°/,) 

‘1-Modifikation 

0,440 0,420 — 2,3 

0,088 0,047 — 1,1 

0,044 0,043 — 2,3 
d-Modifikation 

0,460 0,439 — 2,4 

0,184 0,179 — 2,7 

0,092 0,092 0 

0,046 0,045 — 2,2 
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d-Tryptophan wurde nach Majima’) aus d,1-Tryptophan mittels Coli 
dargestellt. Es wurde giinstigstenfalls schon nach 1 maliger Colieinwirkung 
im groBen und ganzen ein reines d-Priiparat gewonnen, dessen spezifische 


Drehung + 32° betrug. 

Das zum vorliegenden Versuch gebrauchte d-Tryptophan zeigte nach 
Reinigung [«]p = + 32,3. Wahrscheinlich zeigt das véllig reine d-Trypto- 
phan [e]p = + 32,6. 

Unserem Priparat wiire also vielleicht eine geringe Menge 1-Trypto- 
phan (etwa 1°/,) beigemischt. Zur Sicherheit wurde das Priparat vor dem 
Versuch noch einmal der Colieinwirkung unterworfen, wobei sich nach der 
erwihnten Methode keine Abnahme nachweisen lieB. 


Da unser d-Tryptophan, wie oben erwdhnt, ganz streng genommen, 
nicht als véllig rein betrachtet werden kann, hitte es bei der Bakterien- 
einwirkung méglicherweise in ganz geringem Umfang gespalten werden 
kénnen; das aber wire bei der angegebenen Bestimmungsmethode des 
Tryptophans ohne Einflu8. Jedenfalls ist so sichergestellt, da8 unser 
d-Priparat fiir unsere Zwecke gut brauchbar war. 


Versuche zur Uberfiihrung des d-Tryptophans in 1]-Tryptophan 
durch Gewebsbrei 


2g Nierengewebe (aus 2 Ratten und 8 Mausen gewonnen) 
wurden in einer Reibschale zerrieben, mit 5 com m/15 Phosphat- 
puffer (p,, = 8) versetzt und in einem Kolben von 50 ccm nach 
Zusatz von 10ccm Phosphatpuffer, worin 10 mg d-Tryptophan 
gelést waren, umgeschiittelt. Nach 10 Minuten wurde davon die 
eine Halfte abgemessen und zentrifugiert. 6 ccm obenstehender 
Flissigkeit wurden dann zur EKiweiBfallung mit 3 ccm 20°/, iger 
Trichloressigsiure versetzt, umgeschiittelt und 11/, Stunden lang 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen und filtriert. Das ganze 
Filtrat wurde nach Ansauern durch 15°/,ige Schwefelsiure mit 
25 com Ather ausgezogen, um dadurch etwa gebildete Indol- 
brenztraubensiure und Indolessigsiure zu beseitigen und zugleich 
iiberschiissige Trichloressigsiure zu entfernen. Das Ausithern 
wurde 5mal wiederholt. 


In 1 ccm der Fliissigkeit wurde Tryptophan nach der er- 
wahnten Methode bestimmt. 2 ccm wurden zum vollstandigen 
Verjagen des Athers auf dem Wasserbade bis zur Hiilfte ein- 
gedampft. Nach dem Erkalten wurde ihr p,, mittels n/10-Natron- 
lauge auf 8 gebracht und in einem Kolben vom 100 ccm mit 
5 ccm Phosphatpuffer (p,, = 8) und 1 ccm Colisuspension versetzt, 
mit Watte verschlossen und 18 Stunden lang bei 37°C stehen 





1) Majima, Diese Z. 243, 250 (1936). 
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gelassen. Das hierbei gebildete Indol wurde mit Petrolither er- 
schépfend ausgezogen und, wie friher beschrieben, colorimetrisch 
mit folgendem Ergebnis bestimmt: 


Ratten-Nieren-Versuche 



























































bien. Vor der Gewebseinwirkung |Nach der Gewebseinwirkung|Stereonatura- 
a lisation °/, 
Gesamt- esamt- 
1-Tryptophan*) 1-Tryptophan | ;p__ 
tryptophan tryptophan { a 
7; ime a (mg) B (mg) b (mg) 2s 100 
1. 0,416 0,009 0,154 0,110 24,8 
2, 0,494 0,011 0,138 0,107 19,9 
Versuche mit Ratten- und Miéiusenieren 
Vor der Gewebs- Nach der Gewebs- IStereonatura- 
einwirkung einwirkung lisation (°/,) 
Gesamt- |1-Trypto-| Gesamt- 
gyi yong phan*) | tryptophan gi ™ (= ‘ 100) 
(mg) a (mg) B (mg) mg A—a 
1. Ratte 0,525 0,009 0,130 0,114 20,4 
Maus 0,525 0,009 0,155 0,056 9,1 
2. Ratte 0,525 0,010 0,182 0,126 22,5 
Maus 0,525 0,010 0,322 0,070 11,7 

















*) Diese kleine Menge Tryptophan, die schon vor der Gewebseinwirkung 
gefunden wurde, ist durch eine Summation von 2 Portionen 1-Tryptophan 
herbeigefiihrt, deren eine aus dem geringen beigemengten 1-Anteil im ver- 
wendeten Tryptophan-Priparat und die andere aus dem ebenfalls in einer 
geringen Menge vorhandenen Tryptophan im zugesetzten Gewebe stammt. 


Aus den Versuchen, insbesondere aus denjenigen, in denen 
Ratten- und Miusegewebe vergleichend untersucht wurden, geht 
hervor, daB das erstere im Vergleich zum letzteren in bezug auf 
die Stereonaturalisation des d-Tryptophans eine viel starkere 
Wirkung entfaltet. Es ist hierbei besonders beachtenswert, daB 
das unverandert zuriickgebliebene d-Tryptophan, das sich aus den 


obigen Tabellen durch tn berechnen laBt, bei Mausengewebe in 


einer viel gréBeren Menge iibrig war. 

Wir haben in der ausgeiitherten Gewebsflissigkeit, die sich 
aus einem Versuch mit dem Rattengewebe ergab, einige Trypto- 
phanreaktionen probiert, wobei sie, insbesondere die bekannte 
4* 
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Bromreaktion, deutlich positiv ausfielen. Da die zuriickgebliebene 
d-Tryptophanmenge, wie aus den obigen Tabellen ersichtlich ist, 
bei Rattengewebe sehr gering war, spricht dies schon dafir, da 
hierbei im Gewebe 1-Tryptophan gebildet ist. _ 

Ubrigens haben wir auch im erwdhnten Atherauszug mit 
Kisenchlorid eine rotviolette Farbung erhalten, was fiir das Vor- 
handensein von Indolbrenztraubensaure spricht. 


Zusammenfassung 


Nach den friiher und vorliegend mitgeteilten Resultaten 
unterliegt es keinem Zweifel, daB Leber- und Nierengewebe im- 
stande sind, zugesetztes d-Tryptophan mehr oder weniger in 
l-Tryptophan iiberzufiihren. Wahrscheinlich geht die Umwandlung 
iiber Indolbrenztraubensaure vor sich, wie schon friher ver- 
mutet wurde. 

DaB Mause im Gegensatz zu Ratten d-Tryptophan sehr 
schlecht ausnutzen, haingt wahrscheinlich mit ihrem geringeren 
oder langsameren Vermégen der Stereonaturalisation zusammen. 


Anhang 


Neuerdings hat M. Idei in unserem Laboratorium das Leber- 
krebsgewebe der Ratte auf die Stereonaturalisation des d-Trypto- 
phans untersucht. Sie tritt schon in einem Ubergangsstadium 
der Tumorbildung im Vergleich zur normalen viel schwicher zu- 
tage. Im entwickelten Tumorgewebe konnte der genannte Vor- 
gang sogar nicht mehr beobachtet werden. Hier seien einige 
Resultate in Tabellen angegeben. 


Versuchstier: Ratten von etwa 150 g Kérpergewicht. Versuchs- 
anordnungen wie oben. 


I. Kontrolle 
Tabelle 1 Tabelle 2 



































Normales Lebergewebe 0,5 g Normales Lebergewebe 0,5 g 
+d-Tryptophan lmg + d-Tryptophan 5 mg 
: Gebildetes . Gebildetes 
Tier | 1-Tryptophan (mg) Tier —_|1-Tryptophan (mg) 
1 0,045 1 0,140 
3 0,047 2 0,148 
5 0,049 5 0,155 
6 0,052 0,157 
7 0,044 












II. Versuch bei Leberkrebs 
Leberkrebs: Experimentell erzeugt nach Kinoshita‘) durch Fiitterung 
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yon Dimethylaminoazobenzol (Merck) waihrend 4—7 Monaten. 


Tabelle 3 


Krebsgewebe 0,5 g 
+ d-Tryptophan 1 mg 

















Ti Gebildetes 
” 1-Tryptophan (mg) 
8 0,000 
10 0,001 
11 0,000 
12 0,001 
Tabelle 5 


Lebergewebe auBerhalb des Krebs 
0,8 g + d-Tryptophan 1 mg 














Tier Gebildetes 
]-Tryptophan (mg) 
8 0,015 
10 0,020 
1] 0,018 
12 0,023 





Tabelle 4 


Krebsgewebe 0,5 g 
+ d-Tryptophan 5 mg 
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é Gebildetes 
ba 1-Tryptophan 5 mg 
13 0,000 
14 0,000 
15 0,001 

Tabelle 6 


Lebergewebe auBerhalb des Krebs 
0,5 g + d-Tryptophan 5 mg 

















‘ Gebildetes 
ier ]-Tryptophan 5 mg 
13 0,056 
14 0,062 
15 0,068 


III. Versuch im Ubergangsstadium 


Ubergangsgewebe des Leberkrebs: Erzeugt durch Fiitterung von 
Dimethylaminoazobenzol wihrend 60—90 Tagen. 


Tabelle 7 
Ubergangsgewebe 0,5 g + d-Tryptophan 1 mg 

















Tier Gebildetes 1-Tryptophan (mg) 
ee Y 0,032 
18 0,026 
21 0,022 
23 0,025 





DaB die Konfigurationsinderung des d-Tryptophans nicht 
mehr im entwickelten Leberkrebsgewebe stattfindet, ist vielleicht 
vor allem durch Verminderung der d-Aminosaureoxydase (Krebs, 


Masayama) in demselben herbeigefihrt. 








’) Kinosita, Trans. Soc. Pathologicae Japonicae 27, 665 (1937). 
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XXXI. Einige Ernihrungsversuche mit Tryptophan 
und seinen Abkémmlingen 


I. Verwertung des subcutan eingebrachten I-, d- und Acetyl-Tryptophans 
Von 
K. Ichihara und S. Goté 
Mit 1 Figur im Text 


Versuche iiber die Verwertung subcutan eingebrachten Trypto- 
phans stimmten bisher in ihren Ergebnissen nicht iberein. 
Jackson (1927)') hat alle Tage 25mg, Alcock (1934)4) 20mg 
l-Tryptophan pro Kopf an Ratten unter die Haut injiziert, ohne 
eine Verwertung zu beobachten. Bei uns haben Shichiri und 
Sakata (1932)5) an Ratten bei subcutaner Darreichung von 
2—4 mg 1-Tryptophan eine Verwertung gefunden; die behandelten 
Tiere erhielten im Vergleich zu den Kontrollen lingere Zeit ihr 
Kérpergewicht aufrecht und blieben dementsprechend lingere Zeit 
am Leben. Sie schlossen daraus, daB 1-Tryptophan auch bei 
subcutaner Zufuhr ausgeniitzt wird. Spater hat Nakata (1934)‘) 
an Ratten, die mit einer so geringen Menge Tryptophan ernihrt 
waren, dab sie unter dem Minimalbedarf lag, bewiesen, daB 2—4 mg 
pro Tag subcutan gegeben den Mangel in der Nahrung beseitigten. 
Du Vigneaud (1932)°) hat an jungen Ratten bei subcutaner Zu- 
fuhr von 1-Tryptophan (10mg pro Trag) und Acetyl-Tryptophan 
(12 mg pro Tag), eine ebenso gute Kérpergewichtszunahme beobachtet 
wie bei peroraler Darreichung. 


Die erwahnten Verschiedenheiten in den Ergebnissen unter 
verschiedenen Bedingungen sind wahrscheinlich insbesondere da- 
durch zustande gekommen, daB 1-Tryptophan, das bei subcutaner 
Zutuhr den Kérper plitzlicher itiberschwemmt, dann mehr oder 
weniger in der Leber tiber Kynurenin gespalten wird, so daB das 
Tryptophan z. T. unverwertet als Kynurensiure ausgeschieden wird. 

Zur Entscheidung dieser Frage haben wir noch einmal 
Acetyltryptophan, das nach du Vigneaud nach der Resorption 
allmahlich in Tryptophan iiberzugehen scheint, gegeben, wobei 
es 3mal im Tag in einer kleinen Menge subcutan eingebracht 
wurde. 





La AEE 
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Methodiseches 
1. Grundkost. Caseinhydrolysat . 10,0 Agar-agar . 2,0° 
ee 65,0 o/) Butter a i? 
Rohrzucker oe ee Oryzanin. . 0,5, 
Sil ye. oe 2,0 %/, 


AuBerdem wurden jeden Tag 2,0g Kartoffeln gegeben. 


2. Injektion. Die Injektionsfliissigkeit wurde wie unten bereitet, und 
eine bestimmte Menge davon in 3 Portionen geteilt (8 Uhr vormittags, 
mittags und 4 Uhr nachmittags unter die Riickenhaut eingespritzt). 

3. Injektionsflissigkeit.—a) Acetyltryptophanlésung: N-Acetyl- 

tophan wurde in Wasser durch Zusatz von Soda zu 42/100 cem gelést 
und nach Sterilisieren verwandt (lstiindiges Erhitzen bei 100° C, leicht 
gelbliche Verfarbung). 

b) 1-Tryptophanlésung: Wegen der Schwerldéslichkeit haben wir 
1-Tryptophan mittels Soda zu einer Konzentration von 1,5 g/100 cem gelést 
und nach Sterilisieren verwendet. Die Fliissigkeit ‘war ebenfalls gelblich 

efirbt. 

. ce) d,l-Indolmilechsidure: Indolmilchsiure\ wurde zum Gebrauch zu 
einer Konzentration von 42/100cecm gelést, wie oben neutralisiert und 
sterilisiert. Die Fliissigkeit war leicht gelblich gefarbt. 


Experimentelles ~. 


1. Acetyl-Tryptophan. Kontrolltiere, die tryptophanfrei ernaihrt waren, 
verloren dauernd an Gewicht. Die Versuchstiere bekamen die wie oben 
bereitete Acetyltryptophanliésung in einer Menge von 0,5 ccm 3 mal pro die, 
also insgesamt 60 mg Acetyltryptophan, unter die Haut. Die Versuchstiere 
wurden zunichst etwa einen Monat lang tryptophanfrei ernihrt, darauf 
erhielten Nr. 2 und 3 vom 26 Tag an, Nr. 1 und 4 vom 30 Tag an die In- 
jektion, wobei ihr Appetit sich steigerte und frither oder spiter das Korper- 
gewicht zunahm. 




















Tabelle I 
Ver- K6rpergewicht Verzehrtes 
Tier | suchszeit Anfang-Ende | tag]. Schwank. Futter Bemerkung 
__|_ Tag _ SRE iitis's. a Ske aa 
1 1—29 | 112— 95 — 0,9 5,4 
30—37 95—108 + 1,6 9,4 Acetyltryptophan 
388—44 | 108—100,5 ~AD 9,1 eingespritzt 
2 1—25 | 183—157 ~~ £0 7,7 dgl. 
26—37 | 157—172 + 1,3 12,1 
38—44 172—157 - 31 9,5 
3 1—25 | 160—137 — 0,9 7,8 dgl. 
| 26-87 137—155 + 1,5 10,6 
38—44 | 155—147,5 a 9,7 
41 1—29 | 105—83 — 0,8 5,3 dgl. 
30—42 83—101 - $14 5,9 
43—49 101—91 — 1,4 5,7 
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2. 1-Iryptophan. Nr. 5, 6, 7 und 8 bekamen 40, 30, 20 und 10mg 
1-Tryptophan pro die pro 100 g Kérpergewicht in 3 Portionen geteilt subcutan. 
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¢ Tabelle 2 

fi : Ver- Kérpergewicht Verzehrtes 

i Tier] suchszeit |", nfang-Ende | tig]. Sehwank. Fatter Bemerkung 
’ ig g | Z a 

| “5 | 1-12 | 198—110 —15 6,6 

i 13—24 | 110—101 + 0,8 6,1 

Li 25—31 | 101— 98 — 0,4 5,6 

fe 32—39 | 98—114,5 + 2,1 10,4 ih mg hab 6 
4, 40—44 | 114,5—107 — 1,5 7,4 phaninjektion 
rt 6 | 1—24 | 138—103,5 —1,4 5,3 

At 25—39 | 103,5-—113,5 + 0,7 7,6 30mg dgl. 

it 40—44 | 113,5—110 — 0,7 7,7 

a 7 | 1—24 | 130—102 — 1,2 5,0 

q 25—39 | 102—112 + 0,7 7,2 20mg dgl. 

) 40—44 | 112—107 — 0,5 7,3 

i 8 | 1—24 | 135—100,5 —1,4 45 : 
a" 25—39 | 100,5—109 + 0,6 7,2 10mg dgl. 

sist 40—44 | 109—100 — 18 6,4 


3. d,l-Indolmilchséure. 60mg d,1]-Indolmilchsiure wurden taglich 


in 3 Portionen subeutan eingespritzt. 


























4. Kontrolle. 











Tabelle 3 
Ver- Kérpergewicht Verzehrtes 
Tier suchszeit Anfang-Ende tigl. Schwank. Futter | Bemerkung 
Tag g g g 
y 1—24 131,5—89 - 1,8 5,0 
25—39 89—109,5 +.1,4 9,0 d, 1-Indolmileh- 
40—44 109,5—102 — 1,5 5,7 siureinjektion 


Eine Ratte wurde 44 Tage tryptophanfrei ernihrt, 
































4 wobei ihr Kérpergewicht von Tag zu Tag abnahm. 

Af | Ver Kérpergewicht Verzehrtes 

i : Tier] suchszeit Anfang-Ende | tiigl. Schwank. Futter Bemerkung 
tt Tag e | « g 

it 10] 1—44 148—106 | — 1,0 6,6 Kontrolle 
it Zusammenfassung 


1-Tryptophan, Acetyl-l-Tryptophan und d,]-Indolmilchsaiure 


werden bei subcutaner Applikation unter bestimmten Bedingungen 


“ gut ausgenutzt, womit an |-T'ryptophan und Acetyl-l-Tryptophan 





die Resultate von du Vigneaud bestatigt wurden. 
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II. Verwertung des subcutan eingebrachten d-Tryptophans 
Von 
S. Goto und Osima 
DaB d-Tryptophan bei bestimmten Tieren fast so gut wie 
1-Tryptophan ausgenutzt wird, unterliegt heutzutage keinem Zweifel 
mehr. Es fragt sich nun, ob d-Tryptophan auch bei subcutaner 
Applikation ebenso verwertet wird. 


Methodisches 


d-Tryptophan, nach Majima aus d,1l-Tryptophan mit Hilfe von Coli- 
bakterien dargestellt. Das Priiparat zeigte eine spezifische Drehung von 
+ 32° Es wurde zu 1,5 g/100 cem gelést, neutralisiert mit Soda, sterilisiert 
durch Hitze und an Ratten subcutan dargereicht, und zwar 3 mal taglich 
insgesamt 15mg pro Tag und Kopf. 


Experimentelles 


Hierbei wurde d-Tryptophan 2 Tieren subcutan und zum Vergleich 
2 Tieren per os gegeben. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 
zusammengestellt. 



































Tabelle 4 
Ver- a é Ver : | 
Tier] suchszeit | tégliche |: Bemerkungen 
Tag ae g g 
1 1—23 117—93,5 — 1,0 59 tryptophanfrei erndhrt 
24—38 93,5—98,8 + 0,4 7,8 | d-Tryptophan eingespritzt 
39—48 98,8—90,2 — 0,9 7,4 | tryptophanfrei erndhrt 
2 1—23 105—85 — 0,9 4,9 ” . 
24—38 85—96 + 0,7 6,7 | d-Tryptophan eingespritzt 
39—48 96—87 — 0,9 6,3 | tryptophanfrei erna&hrt 
3 1—23 . 100—70 ri 1,3 6,0 ”? ” 
24—38 70—81,9 + 0,85 6,7 | d-Tryptophan per os — 
39—48 | 81,9—77,5 — 0,44 7,3 | tryptophanfrei ernéhrt 
4 1—23 112—84 © — 1,2 5,5 9 ” 
24—38 84—92,5 + 0,6 7,1 | d-Tryptophan per os 
39—48 92,5—74 — 1,9 6,3 | tryptophanfrei ernéhrt 


Ratten nutzen d-Tryptophan auch bei subcutaner Kinspritzung 
unter den bestimmten Bedingungen aus, ihr Appetit steigert sich 
und ihr Kérpergewicht nimmt zu. Bei Unterbrechen der Injektion 
nimmt der Appetit sogar noch einige Tage dariiber weiter zu. 


Zusammenfassung 
d-Tryptophan wird von Ratten bei subcutaner Injektion unter 
bestimmten Bedingungen gut verwertet. 7 
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II. Ernahrungsversuche mit d-Abrin 


Von 


F, Fujikawa 


Abrin ist nach Hoshino «-Methyltryptophan’). Es kommt 
im Samen von Abrus praecatorius L. vor, der auf Formosa ein- 
heimisch wichst, ist ein Derivat des 1-Tryptophans und dreht 
links. Nach den Untersuchungen von Chin Kyu-sui ist natiirliches 
Abrin im Tierkérper ein Kynurensiurebildner, wobei Abrin nach 
der Meinung von Prof. Kotake ebensogut wie Tryptophan tier 
Kynurenin abgebaut wird. In der Tat ist es Chin Kyu-sui”) 
gelungen, aus dem Harn des Kaninchens, dem Abrin verabreicht 
wurde, Kynurenin zu isolieren. Bei uns haben Otani, Nishino 
und Imai’) mit ihrer kolorimetrischen Methode den Nachweis 
erbracht, daB l-Abrin im Tierkérper in Kynurenin umgewandelt 
wird. Es ist also jetzt nicht mehr zweifelhaft, daB Abrin im 
Tierkérper zum Teil iiber Kynurenin abgebaut wird. Wahr- 
scheinlich geht es hierbei zunichst unter Entmethylierung in 
1-Tryptophan iiber. 

Nach Chin Kyu-sui ist Abrin nicht nur wie Tryptophan 
bei experimenteller Animie hamatopoetisch wirksam, sondern 
auch bei normaler Ernahrung an Stelle von Tryptophan brauch- 
bar. Sehr wahrscheinlich geht hierbei Abrin im Organismus 
vor der Verwertung in 1-Tryptophan iiber. Es ist also deshalb 
fraglich, ob Abrin in jeder Konfigurationsform ebensogut wie 
Tryptophan biologisch verwertet wird, weil der Tierkérper még- 
licherweise bei der Entmethylierung unter den optischen Modi- 
fikationen nur die 1|-Modifikation angreift. Zur Entscheidung 
dieser Frage habe ich aus d,l-Abrin die d-Modifikation dar- 
gestellt und diese im Vergleich mit der l-Form zum Ernahrungs- 
versuch verwendet. 

Materialien. 1-Abrin wurde aus Abrusbohnen gewonnen. 

d-Abrin- wurde aus d,l-Abrin*) dargestellt, das durch Racemisierung 
des l-Abrins mittels Baryt oder synthetisch aus Indolaldehyd und Methyl- 
hydantoin gewonnen war. d,l-Abrin wurde nun nach dem Verfahren von 
Majima™) mit Colibakterien der Zersetzung unterworfen, wobei 1-Abrin 
unter Indolbildung verschwand und d-Abrin unverindert zuriickblieb. 


3g d,l-Abrin wurden in 41 Zipferscher Nahrlésung gelést und auf 
Pu = 8 eingestellt. Die Liésung wurde alle 2 Tage mit 5mal 20 Schrigen 





*) Nach den Untersuchungen von Gorden, Cahill und Jackson’) 
wird d,l-Abrin bei der Rattenernihrung nicht so gut wie l-Abrin verwertet, 
so da8 d-Abrin hierbei fiir unwirksam angesehen wird. 




























Colibakterien geimpft und bei 38°C unter Durchliiftung solange stehen 
gelassen, bis keine Indolbildung mehr bemerkt wurde (etwa 7 Tage). Die 
Lésung wurde dann schwach angesiuert, voh den Bakterien abfiltriert und 
das Filtrat unter vermindertem Druck eingedampft. Die konzentrierte 
Liésung — etwa 400 ccm — wurde mit Hopkins’schem Reagens versetzt 
und auf iibliche Weise d-Abrin isoliert. Die Ausbeute betrug 0,58 ¢ 
(38,7°/, der Theorie). Es wurde aus Wasser umkrystallisiert und einheit- 
liche Nadeln gewonnen, die in n/2 HCl. gelést [a] = (— 1,25 - 100): 2 - 1,4) 
= — 44,60° zeigten. 

1-Abrin besitzt nach Hoshino [e]p = + 44,40°. Demnach kann man 
mein Priparat als rein betrachten. Das Priparat schmolz bei 280°C, gab 
Brom- und Ehrlichsche Reaktion und die Reaktion von Hopkins und 
Cole. Es gab aber keine Ninhydrin- und Kotakeprobe mehr. d-Abrin 
gibt im Gegensatz zu 1-Abrin bei Einwirkung von Colibakterien kein Indol 
und ist in Wasser leichter léslich als 1-Abrin. 


3,299 mg Subst. 0,3534 cem N, (16,6°, 770,8 mm) 
C,.H,,0,0. Ber. N 12,85 Gef. N 12,81. 


Ernihrungsversuch mit d-Abrin. 


Als Versuchstiere dienten Ratten vom Kérpergewicht 58—119g. Die 
Grundkost wurde wie folgt bereitet: ; 

G: Kaseinhydrolysat 14,7°/,, Zystin 0,3°/,, Stirke 60,5°/,, Rohr- 
zucker 10,0°/,, Salzgemisch (Osborne und Mendel) 2,0°/,, Agar-agar 2,0°/,, 
Butter 10,0, Orysanin 0,5°/,. 
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Zusammenfassung 


1. d-Abrin wird aus d,l-Abrin mit Hilfe von Colibakterien 
dargestellt: 2. d-Abrin wird von Ratten im Gegenteil zu 1-Abrin 
nicht verwertet. 
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XXXII. Eine Farbenreaktion des Kynurenins und die Ergebnisse 
von einigen mit ihrer Hilfe ausgefiihrten Tierversuchen 
Von 
S. Otani, N. Nishino und K. Imai 
Unter Mitwirkung von T. Nisikawa 
Mit 11 Figuren im Text 





(Aus dem Forschungsinstitut fiir Mikrobenkrankheiten, Kaiserliche Universitat zu Osaka) 





Zum Nachweis des Kynurenins in einer waBrigen Liésung ist die 
Reaktion von Kotake und Shichiri’) brauchbar. Sie gelingt 
jedoch nicht bei einem minimalen Gehalt an Kynurenin. Schon 
lange ist uns bekannt, da8 eine Kynureninlésung durch p-Dimethyl- 
aminobenzaldehyd gelb gefarbt wird. Die Reaktion ist empfind- 
lich, ist aber, wie bekannt, nicht charakteristisch fiir _Kynurenin. 
Da wir gefunden haben, daB diese Kynureninfairbung bei Oxy- 
dation mit Wasserstoffsuperoxyd in violett iibergeht, haben wir 
versucht, durch diese Fiarbung eine Kynureninbestimmung zu 
erzielen. 

Zunichst haben wir die Reaktion mit zahlreichen Ver- 
bindungen durchgefiihrt, die insbesondere mehr oder weniger 
zum Tryptophanstoffwechsel oder zu Kynurenin in Beziehung stehen. 

Sie fiel bei Kynurenin, Anthranilsiure, o-Aminoacetophenon, 
p-Aminobenzoesiure positiv aus, wihrend sie bei Tryptophan, 
Indolessigsiure, Kynureninsiure, Acetophenon, o-Phthalsdure, 
Hippursaéure, Harnstoff u. a. negativ war. 





1) Kotake u. Shichiri, Diese Z. 195, 152 (1931). 
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Darnach erscheint diese Farbenreaktion im groSen und ganzen 
fir Kynurenin und seine Naheverwandten etwas charakteristisch. 
Unter den positiven Stoffen unterscheidet sich Kynurenin dadurch 
yon den anderen, daB der gebildete Farbstoft nicht in Butanol 


iibergeht. 
Erforderliche Reagentien 


I. Aldehydreagens: p-Dimethylaminobenzaldehyd 2,0 g 
30°/,ige Salzsiiure, . . . . 50,0 ecm 
Destilliertes Wasser . . ad 100,0 ecm 
II. 3°/, Wasserstoffsuperoxyd. 5—10ccm Kynurenin- 
lésung werden im Reagensglas mit dem Aldehydreagens versetzt, 
solange die dabei eintretende Farbung zunimmt, dann werden 3°/, 
Wasserstoffsuperoxyd in ungefahr der halben Menge des Aldehyd- 
reagenses eingetropft. Nach Mischen wird die Probe im Wasser- 
bad auf 60—70°C erwirmt, wobei die Farbe langsam umschlagt, 
und nach 20 Minuten erst ihre stirkste Tiefe erreicht. Wenn 
man es aber mit einer sehr verdiinnten Lésung zu tun hat, so 
ist bequemer, die Probe iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen- 
zulassen. Nach Erkalten wird mit Butanol ausgeschiittelt, wo- 
bei iiberschiissiges Reagens und etwaige Beimengen beseitigt werden. 
Falls andere Substanzen als Kynurenin in grofen Mengen vor- 
handen sind, ist es notwendig, durch mehrmalige Erneuerung des 
Butanols sie zu entfernen. Hierbei geht die Farbe, die durch 
Anthranilsiure und Aminoacetophenon bedingt wird, in Butanol 


tiber. 
Man kann durch diese Reaktion Kynurenin bis zu 2,5 mg%/,, 


-sogar beim Stehenlassen iiber Nacht bei etwa 116°C bis zu 


1,5 mg °/, nachweisen. i, 


Einige Verwendungen dieser Reaktion. Durch sie 
kann man die Spaltung des Tryptophans durch Bakterien ver- 
folgen. Wir haben an verschiedenen Bakterien, die 5 Tage in 
einer Pepton- und Tryptophannahrlésung geziichtet waren, mit 
der Nahrlésung diese Reaktion ausgefihrt. B. pyocyaneus, 
B. fluorescens liquefaciens, B. subtilis, B. typhi murium, B. anthracis, 
B. typhosus, Paratyphus B-Bacillen, Paratyphus A-Bacillen und 
B. dysenteriae Shiga gaben eine positive Reaktion. Dadurch 
konnten wir feststellen, daB unter den nicht indolbildenden 
Bakterien noch viele Tryptophan zu spalten vermégen, und zwar 
itiber Kynurenin. 

Normale Tierharne geben unsere Reaktion nicht. Erst bei 


Eingabe von Tryptophan wird sie positiv. Hierbei fanden wir, 
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daB manche Tiere schon bei Einnahme einer geringen Menge 
Tryptophan mehr oder weniger Kynurenin ausscheiden. Beim 
Menschen gibt auch der normale Harn keine Kynureninreaktion. 
8 g Tryptophan auf einmal gegeben, lieBen sie ebenfalls negativ. 
Interessanterweise fallt sie bei Phthisikern im Harn bei 1 maliger 


peroraler Einfiihrung von 0,5 g Tryptophan manchmal schon 
positiv aus. Unter 19 Patienten konnten wir auf diese Weise 


bei 5 Fallen eine Kynureninausscheidung feststellen. Man kann 
daraus schlieBen, daB der Tryptophanstoffwechsel bei manchen 
Phthisikern irgendeine Stérung erleidet. 


Verwendung unserer Reaktion zur quantitativen Bestimmung 
des Kynurenins 
Vor dem Gebrauch unserer Reaktion zu quantitativen 
Tierversuchen haben wir sie in bezug auf ihre Abhiangigkeit 
1. von Lichtwellenliangen, 2. von Reaktionszeiten und 3. von 


Kynureninkonzentrationen untersucht. 
Zum ersten Zweck wurden 0,303 mg Kynurenin verwendet, 


die in 5°/,iger Trichloressigsiure gelést waren. Die Probe wurde 
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Fig. 1 





mit 3ccm Reagens I und 0,15 ccm Reagens II versetzt und 
15 Stunden lang bei 37°C stehengelassen. Die Reaktionsflissigkeit 
wurde nun nach mehrmaligem Auswaschen mit Butanol genau auf 
5 ccm verdiinnt und in einer Kiivette von 10 mm Schichtdicke 
mit dem Pulfrich-Photometer die Extinktion untersucht. 

Die Extinktion war bei S55—57 am stirksten. Wegen leichter 
Ausfiihrbarkeit haben wir bei unseren Versuchen stets S 55 beniitzt. 

Zum zweiten Zweck haben wir 0,4ccm 5°/, ige Trichloressig- 
siure gelést und nach Zusatz der Reagentien bei 37° stehen gelassen. 
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Zum dritten Zweck haben wir verschiedene Mengen Kynurenin 
in 4 ccm 5°/,iger Trichloressigsaure gelést und wie oben untersucht. 
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Auf Grund der Untersuchungen haben wir bei der Reaktion 
als Faktor stets 0,37 gebraucht, das Resultat ist bei einer Kon- 
zentration von unter 1,0 mg°/, etwas unsicher. 

Blindversuch. Um unsere Methode fir das Blut brauch- 
bar zu machen, haben wir zunichst einen Blindversuch mit einem 
Zitratplasma aus Kaninchenblut ausgefiihrt, wobei die Reaktions- 
lésung makroskopisch fast gar nicht gefarbt war. 























Tabelle l 
Kaninchen Extinktion Kaninchen _ Extinktion 
1 aga 6 0,06 
2 0,08 7 0,047 
3 0,055 8 0,06 
4 0,075 9 0,085 
° 0,06 Mittel 0,059 
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3 ecm Kaninchencitratplasma wurden mit der gleichen Menge 10°/,iger 
Trichloressigsiure enteiweiBt und filtriert. 4 ccm Filtrat wurden mit 
0,3 eem Reagens I und 0,15 cem Reagens II versetzt und 15 Stunden lang 
bei 37°C stehengelassen. Die Probe wurde dann wiederholt mit Butanol 
ausgewaschen. Die gewonnene violett gefirbte Lésung wurde in einem 
5 ecm MeBkolben bis zur Marke aufgefiillt und in 10 mm Schicht mit Hilfe 
yom Pulfrich-Photometer unter Gebrauch von § 55 untersucht. 


Also in 1 ccm Blutplasma 
X mg = 0,37 (E—0,059) v E = Extinktion v = Verdiinnung = 0,5. 
Durch dieses Verfahren konnten wir in 3 ccm Kaninchen-Plasma, 
worin eine bestimmte Menge Kynurenin gelést war, stets iiber 
get 
90°/, wiederfinden. Tabelle 2 








Zugesetztes Kynurenin (mg) | Gefunden (mg)| Fehler °, 














0,041 0,037 — 8,4 
0,250 0,232 — 7,2 
0,333 - 0,303 — 9,0 


Kynureninbildung im Tierkérper. Mittels der er- 
waihnten Methode haben wir beim Einbringen von 1-Tryptophan, 
von d-Tryptophan und von Abrin in den Tierkérper eine Kynurenin- 
bildung von Zeit zu Zeit im Blute untersucht. Als Versuchstier 
bedienten wir uns des Kaninchens., 

Das Tryptophan wurde gut zerrieben, in 20 com Wasser 
gleichmaBig suspendiert und unter die Haut eingespritzt, oder 
mittels einer Schlundsonde in den Magen eingefiihrt. Das Abrin 
wurde vor Einspritzen in verdiinnter Salzsiure gelést und mit 
Soda neutralisiert. Zur Untersuchung diente stets Ohrvenenblut. 
Hierbei wurde Tryptophan nach Masayama und Itagaki 


bestimmt. Versuch I 
A. Ein Kaninchen bekam pro kg 0,8 g 1-Tryptophan subcutan oder per 
os. Kérpergewicht 3110 g, subcutane Injektion, 1-Tryptophan 2,5 g. 
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Fig. 4 
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Kérpergewicht 2920 g, perorale Darreichung, 1-Tryptophan 2,40 g. 
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Aus den Kurven ist ersichtlich, da8 verabreichtes Trypto- 
phan rasch im Blute erscheint und rasch wieder daraus ver- 
schwindet. Bei subcutaner Injektion erreichte seine Menge nach 
2 Stunden, bei oraler Darreichung nach 1 Stunde den Gipfel und 
war in jedem Fall schon nach 6 Stunden kaum noch nach- 
weisbar. Kynurenin erschien in beiden Fallen schon nach 1 Stunde, 
nahm rapid zu und erreichte bei subcutaner Injektion nach 
4 Stunden, bei oraler Darreichung aber erst nach 6 Stunden das 
Maximum, um bei beiden nach 24 Stunden bis auf Spuren ab- 
zunehmen. 


B. Je einem Kaninchen wurden 0,4 g 1-Tryptophan pro kg subcutan 
und per os gegeben. Kérpergewicht 2850 g, subcutane Injektion, 1-Trypto- 
phan 1,14 g. 

Try. 
Ky. mg 
gir . 
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Fig. 6 











Aus den Kurven der Fig. 6 und 7 ersieht man, daB ver- 
abreichtes Tryptophan ebenfalls schnell im Blute erscheint, und 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 270 5 
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zwar bei peroraler Verwendung nach 1 Stunde, bei subcutaner 
Injektion nach 5 Stunden, in der maximalen Menge. In jedem 
Fall nahm es nach 5 Stunden zur minimalen Menge ab. 


Kérpergewicht 2600 g, perorale Darreichung, 1-Tryptophan 1,04 g. 
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Fig. 7 





Auch bei diesen Versuchen erschien Kynurenin bei beiden 
Applikationsweisen schon nach 1 Stunde im Blute und erreichte 
nach 4 Stunden das Maximum, um wieder schnell abzunehmen, 
so dab es nach 16 Stunden kaum nachweisbar wurde. 


_ Es ist besonders beachtenswert, daB Kynurenin im Blute in 
der A- und B-Reihe gerade zu dem Zeitpunkt den maximalen 
Wert erreicht, wo Tryptophan fast verschwindet. 


Versuch II 


Je ein Kaninchen bekam d-Tryptophan 0,4 g pro kg subeutan und per os. 
Kérpergewicht 2360 g, subcutane Injektion, d-Tryptophan 1,0 g. 
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Fig. 8 
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Kérpergewicht 2530 g, perorale Darreichung, d-Tryptophan, 1,0 g. 
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Kérpergewicht 2600 g, perorale Darreichung, d-Tryptophan 1,0 g. 
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Daraus geht hervor, daB subcutan verabreichtes d-Tryptophan 
im Vergleich zu 1-Tryptophan viel langsamer resorbiert wird und 
dementsprechend langere Zeit dort verbleibt, so dab es im Blute 
nach 3 Stunden das Maximum erreicht und erst nach 6 Stunden 
verschwindet. Bei peroraler Verabreichung erreicht der Trypto- 
phangehalt im Blute nach 1 Stunde das Maximum und wird nach 
6 Stunden kaum nachweisbar. 

Bei subcutaner Verwendung des d-Tryptophans ist Kynurenin 
ebenfalls im Blute langere Zeit, aber nur in kleiner Menge nach- 
Weisbar. Diese kleine Menge Kynurenin ist wahrscheinlich aus 
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1-Tryptophan gebildet, das im Kérper aus d-Tryptophan durch die 
Stereonaturalisation entsteht. Bei peroraler Applikation erscheint 
Kynurenin dagegen im Blute schon nach 1 Stunde in reichlicher 
Menge und nimmt schnell ab, so daB es nach 4—5 Stunden nur 
in Spuren nachweisbar wird. 

Wir glauben uns zur Annahme berechtigt, daB d-Tryptophan 
im Kaninchenorganismus vorwiegend in der Darmschleimhaut unter 
Bildung von Kynurenin angegriffen wird, was mit anderen Er- 
fahrungen im hiesigen Biochemischen Institut, insbesondere mit 
den Resultaten von K otake (jr.) und It31) in gutem Einklang steht. 

Abrin 
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Fig. 11 


Zuletzt haben wir einen Versuch mit Abrin, N-Methyl- 
l-tryptophan, ausgefiihrt, mit dem Resultat, daB es auch zum Teil 
im Kaninchenorganismus in Kynurenin iibergeht. Dementsprechend 
wurden hierbei im Harn Kynurenin und Kynurensidure mit Sicher- 
heit nachgewiesen. 





XXXIII. Uber den Mechanismus der Kynurensdurebildung 
im Tierkérper 
IL Mitteilung 
Von 
Y. Kotake, T. Yoritaka und S. Otani 
Unter Mitwirkung von I. Ueda und F. Fujikawa 
Mit 4 Figuren im Text 





Seit Ellinger’), welcher zuerst Kynurensiure im Tierkérper 
als ein Umwandlungsprodukt des Tryptophans erkannte, wurde 








) Kotake (jr.) u. Its, J. of Biochem. 26, 161 (1937). 
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ihr Bildungsmechanismus von mehreren Forschern studiert, und 
auf Grund der Untersuchungen wurden vor allem folgende 3 An- 
nabmen vorgeschlagen, unter denen die erste von Ellinger und 
Matsuoka®), die zweite von Robson, und die dritte von einem 
von uns (Kotake) entwickelt wurde. Wir méchten sie hier ein- 
fachheitshalber durch Formulierung zum Ausdruck bringen. 


CH,-COCOOH Se 
NH-COOH \. \ 


III 
-CH-COOH 
be ec CH, C-OH 
(-CH,-CHNH,-COOH OL: nie i SCH 
“: Pot et C-COOH 
sy I V N IV 
C-OH A 
ein ,-COOH*) CH / 
Jk éoon a CO-COOH 
NH, NH, 
VI VII 


Unter den Annahmen wurde die von Ellinger und Mat- 
suoka, die auf der Tatsache basiert, daB Indolbrenztrauben- 
siure If beim Einbringen in den Tierkérper eine Ausscheidung 
von Kynurensiure IV verursacht, bisher von vielen Autoren ohne 
weiteres akzeptiert, insbesondere deshalb, weil die Aminoséuren 
im allgemeinen im Tierkérper oxydativ unter Ketosiurenbildung 
desaminiert und hierbei aus Tryptophan Indolbrenztraubensdéure 
gebildet werden soll. 


Kotake halt aber schon lange diese Annahme deshalb fir 
unwahbrscheinlich, weil Indolbrenztraubensiure beim Einbringen 
in den Organismus nur kleine Mengen Kynurensaure, eine viel 
geringere Menge im Vergleich zum Tryptophanversuch, bildet. Es 
ist also mdglich, daB die Ketosiéure vor ihrem Ubergang in 





*) Nach Butenandt kommt dem Kynurenin die Struktur 
Dy 
Ao SS 


aNaaQ 
zu [Angew. Chem. 54, 89 (1941)]. Es scheint dies aber unserem Kynurenin 


nicht zu entsprechen. Méglicherweise geht jedoch das Kynurenin in be- 
stimmten Organismen in den obigen Stoff iiber. 
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Kynurensaure wieder zu Tryptophan synthetisiert und tiber einen 
noch unbekannten Stoff in Kynurensiure umgewandelt wird. 

Seither wurde uns bekannt, daB Kynurenin VI, ein Zwischen- 
produkt des Tryptophanstoffwechsels im Organismus, sowohl bei 
Tieren wie bei gewissen Mikroorganismen, sogar auch beim Kochen 
in schwach alkalischem Medium leicht in Kynurensaure um- 
gewandelt wird. Auf Grund dieser Beobachtungen sprach Kotake 
den Gedanken aus, daf die Kynurenséurebildung aus Tryptophan 
im Organismus iiber Kynurenin vor sich geht. Um diese An- 
nahme aber als allgemeingiltig zu beweisen, mi8te man vor allem 
den Nachweis .erbringen, daB bei der Kynurensiurebildung aus 
Indolbrenztraubensiure auch die Stufe des Kynurenins passiert 
wird. Neuerdings haben Otani, Nisino und Imai eine Methode 
ausgearbeitet, die eine geringe Menge Kynurenin im Blut zu be- 
stimmen gestattet. Da Tryptophan auch im Blute durch das 
Verfahren von Masayama und Itagaki bestimmbar wurde, 
haben wir es unternommen, mit Hilfe dieser Methoden das Schick- 
sal der subcutan eingebrachten Indolbrenztraubensdure im Blute 
niher zu verfolgen, in der Erwartung, daB die genannte Keto- 
siure im Organismus iiber Tryptophan in Kynurenin ibergehen, 
und das letztere im Blute erscheinen werde. 

Was die Annahme Robsons anbetrifft, kénnen wir sie nicht 
so einfach anerkennen. Es schien uns besonders merkwiirdig, 
daB 8-Methylkynurensiure im Gegensatz zu anderen Chinolin- 
derivaten im Tierkérper leicht zersetzt wird. So haben wir einer- 
seits die genannte Methylkynurensiure nach Robson synthetisiert, 
anderseits #-Benzoylalanin C,H,COCH,CH(NH,)COOH neu her- 
gestellt und beide Stoffe auf ihr Verhalten im Tierkérper unter- 
sucht. 

Experimentelles 


Als Versuchstiere dienten uns Kaninchen und Hunde. Indolbrenz- 
traubensiiure wurde nach der Methode von Ellinger und Matsuoka 
synthetisiert und nach vdélligem Reinigen unter die Haut gespritzt. Fiir 
die Bestimmung der Indolbrenztraubensiiure im Blute gibt es vorliufig 
keine zuverlissige Methode. Wir haben deshalb mittels der Jodsdure- 
methode, die nach Kotake u. a. ausgearbeitet wurde, ihren Gehalt ungefibr 
bestimmt. Der Einfachheit halber driicken wir die Resultate alle in Kurven 
aus, wobei die Menge Indolbrenztraubensiure als Jodsdureketowert an- 
gegeben ist. 


A. Indolbrenztraubensaure 


I. Kaninchenversuche. a) Kérpergewicht 2850 g: 1,0¢ 
Indolbrenztraubensiure auf einmal subcutan, 

























Aus dem Harn konnten wir nach der Methode von Jaffé 
174 mg Kynurensiure gewinnen, die gegen 270° C schmolz unter 
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Zersetzung, und sowohl Jaffésche als auch Kretschysche Re- 
aktion gab. Ihr Bariumsalz krystallisierte in charakteristischen 
dreieckigen Tafeln. 


3,976, 4,938 mg Subst.: 0,188 (31,2°, 760,6 mm), 0,226 (30,5°, 761,0 mm) 
ccm N,. Fiir kynurensaures Barium: 


Ber 


wt N 5,45 Gef. N 5,31, 5,15. 


b) Kérpergewicht 2730 g: 0,33 mg Indolbrenztraubensaure 
alle 3 mal subcutan. 
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Aus dem Harn wurden 51,9 mg Kynurensiure isoliert, die 
gegen 272°C schmolz unter Zersetzung und Jaffésche, sowie 


Kretschysche Reaktion gab. 
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c) Kérpergewicht 2550 g 0,1 mg Indolbrenztraubensaure alle 
10-mal subcutan. 
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Aus dem 24-stiindigen Harn seit letzter Injektion bekamen 
wir 32,8 mg Kynurensaure, die sowohl Jaffésche wie Kretschy- 
sche Reaktion gab. | 


II. Hundeversuch. Kérpergewicht 4180 g: 1,0 g Indolbrenz- 
traubensdure subcutan. 
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Der, Harn ist leider verlorengegangen; die ausgeschiedene 
Kynurensdure wurde daher nicht bestimmt. 

Aus den Versuchen geht hervor, da8 injizierte Indolbrenz- 
traubensiure im Tierkérper zum Teil wieder zu Tryptophan 
synthetisiert und weiter tiber Kynurenin abgebaut wird. Es lied 
sich hierbei im Harn eine kleine Menge Kynurensiure nach- 
weisen. Wenn man diese Resultate niher betrachtet, kann man 
mit Recht annehmen, da8 die Kynurensdurebildung aus Indol- 
brenztraubensiure nicht direkt, sondern iiber Kynurenin vor sich 
geht. Jedenfalls ist kein Grund mehr vorhanden, die so kleine 
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Menge Kynurensiure, die nach Einfiihrung von Indolbrenztrauben- 
siure im Harn ausgeschieden wird, als ein direktes Umwand- 
lungsprodukt derselben zu betrachten. 


B. 8-Methylkynurensaure 


8-Methylkynurensiiure wurde nach der Methode von Robson) syn- 
thetisiert. Als Versuchstier diente ein Kaninchen vom Kérpergewicht etwa 
2,5 kg. Die Substanz wurde in 70—80 cem verdiinntem Ammoniak (pq: 9,0) 
gelést und nach dem Verjagen des itiberschiissigen Ammoniaks als eine 
neutrale Lésung unter die Haut eingespritzt. Der Harn wurde wihrend 
48 Stunden gesammelt und nach Capaldi behandelt. 


























N Injizierte Ausgeschiedene Pr 
"I 8-Methylkynurensiure | 8-Methylkynurensiure ™ 
0,5 g 0,3588 g 71,76 
II L0¢ 0,8166 g 81,66 
nn 1,0 g 072 ¢ 72,00 
IV 1,0'g 0,7092 g 79,02 
Mittel 76,00 


1. Injizierte Substanz. a) Im Schwefelsdiure-Exsiccator getrocknet: 
4,634 mg Subst.: 0,260 cem N, (15,6°, 759,6 mm). 
Fir C,,H,O,N-H,O Ber. N 6,30 Gef. N 6,63. 
b) Bei 120° getrocknet: 
5,602 mg Subst.: 0,331 ecm N, (17,0°, 756,4 mm). 
Fir C,,H,O,N Ber. 690 Gef. N 6,92. 


2. Wiedergewonnene Substanz. a) Im Schwefelsiure-Exsiccator 
getrocknet: 

4,706 mg Subst.: 0,256 cem N, (15,5°, 759,6 mm). 

Fiir C,,H,O,N-H,O Ber. N 6,30 Gef. N 6,43. 
b) Bei 120° C getrocknet: 
5,017 mg Subst.: 0,296 cem N, (17,0°, 755,3 mm). 
Fir C,,H,O,N Ber. N 6,90 Gef. N 6,90. 

Ein Gemisch von beiden Priparaten zeigte keine Schmelzpunkts- 
depression. 

Daraus geht hervor, dab 8-Methylkynurensiure im Gegensatz 
zur Angabe von Robson im Kaninchenorganismus fast gar nicht 
oder sehr schwer abgebaut wird. 


C. 8-Benzoylalanin 
Synthese des 6-Benzoylalanins. — 1. Benzoylbrenztrauben- 














siure; 20g Diithyloxalat wurden in einer warmen Natrium- 
alkoholatlésung, die aus 6,3 g Natrium und 125 ccm absolutem 
Alkohol bestand, mit 16,5 g Acetophenon versetzt, wobei sich 
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gelbweiBer Krystallbrei ausschied. Das Reaktionsgemisch wurde 
30 Minuten lang bei 40° erwaérmt und nach dem Verjagen des 
Alkohols iiber Nacht stehen gelassen. Der abfiltrierte Riickstand 
wurde mit Ather ausgewaschen und wieder mit Wasser auf- 
genommen. Die wenn ndtig filtrierte Lésung wurde mit Essig- 
siure neutralisiert und nochmals filtriert. Aus dem Filtrat schied 
sich beim Ansiuern mit Salzsiure Benzoylbrenztraubensiure als 
ein weiBer Niederschlag ab, der durch Umkrystallisieren aus 
Benzol in weiBen Prismen erhalten wurde. [hr Schmelzpunkt lag 
bei 155—156°, Die Ausbeute betrug 5,0 g. 

2. Benzoylbrenztraubenséureoxim. 1,0 g Benzoylbrenz- 
traubensdure wurde in 3°/,iger Natriumcarbonatlisung gelést, mit 
0,543 g Hydroxylaminchlorhydrat versetzt und 2 Stunden lang bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen, wobei das Natriumsalz des ge- 
bildeten Oxims ausgeschieden wurde. Das vom Natrium befreite 
Benzoylbrenztraubensaéureoxim wurde aus Ather umkrystallisiert. 
Es schmolz bei 98—100°. 

3. 8-Benzoylalanin. Benzoylbrenztraubensiureoxim wurde 
in Wasser suspendiert und mit Natriumamalgam reduziert, wobei 
das Medium durch Essigsiure stets sauer gehalten wurde. Nach 
Vollendung der Reaktion wurde die filtrierte Lésung auf dem 
Wasserbade eingeengt, wobei sich #-Benzoylalanin in Nadeln ab- 
schied; aus Wasser umkrystallisiert. Schmelzpunkt bei 228° unter 
CO,-Entwicklung. 

3,778 mg Subst.: 8,586 mg CO,, 2,043 mg H,O. — 4,161 mg Subst.: 
0,263 cem N, (25,3°, 758,0 mm). 

Fir C,,H,,0,N . 
Ber. C 62,22 H5,7 N 7,20 Gef. C 61,98 H605 7,21. — 

Tierversuch. Als Versuchstier diente ein Kaninchen von 
etwa 2,5 kg Kérpergewicht. Es erhielt subcutan 1,0 g Benzoyl- 
alanin, das in Ammoniak gelést und durch Verjagen des iiber- 
schiissigen Ammoniaks neutralisiert war. Der Harn, der 48 Stunden 
lang gesammelt war, wurde nach Capaldi behandelt. Es wurde 
aber keine Kynurensiure gefunden. Denselben Versuch haben wir 
an drei weiteren Kaninchen ausgefiihrt mit ebenfalls negativen 
Resultaten. Die Versuche, bei welchen 1—2g Benzoylalanin 
per os gegeben wurden, fielen auch negativ aus. 

Man muB8 also annehmen, da8 Benzoylalanin, das nach der 
Meinung Robsons ein Kynurens§urebildner sein miBte, wenig- 
stens im Tierkérper in einer nennenswerten Menge nicht in 
Kynurensiure ibergefiihrt wird. 
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Zusammenfassung 
Es scheint uns nicht zu gewagt, zu behaupten, da8 Kynuren- 
siure im Tierkérper aus Tryptophan stets tiber Kynurenin ge- 
bildet wird. 
Anhang 


Eine griindliche Synthese des Kynurenins ist, wie oben erwihnt, noch 
nicht zu Ende gefiihrt. Otani u. Nisikawa haben aber durch Oxydation 
des Tryptophans mit Kaliumpermanganat eine geringe Menge Kynurenin in 
Handen gehabt, wie folgt: 


1°, Tryptophanlésung + 1°/, KMnO, (Temp. 0° C) 





| a 
Filtrat Niederschlag — 


| = 
extrahiert mit Ather 
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wa 
Atherlésung Mutterlauge 
































| 
geschiittelt ” 2°/, NaOH angesduert mit H,SO, 
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oe 2°/, NaOH Filtrat Niederschlag 
ae 
krystallinische extrahiert mit Ather 
Abscheidung | 
: : Beg | 
uunkrystalisiert Atherlisung, Konzentrierung Mutterlauge 
aus H. | 
. geschiittelt mit Na,CO, + Hopkinsreagens <- 
Schmelzp. 190 ° C | ) | 
C 72,67 °%, neutralisiert | | 
H_ 5,00 9%, a Filtrat Niederschlag 
N 10,21 %, gesiittigte CuSO,- | 
Lésung +-Hopkinsreagens 
| im UberschuB, 
| eine Nacht stehen 
Kupfer- Mutter- gelassen 
salz lauge 
| | 
zersetzt mit H,S Hg-salz Mutterlauge 
| 
I. zersetzt mit H,S 
Filtrat CuS | 
| | | 
Ausiitherung Filtrat HgS 
| | 
Krystalle eingedampft in verm. Druck co 


aus dem Ather ] 

| + vielfache Menge Alkohol 
umkrystallisiert | 

aus H,0 Kynureninsulfatausscheidung 
Schmelzp. 145° | 
(Anthranilsiure) Kynurenin VI. 
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Ausbeute: 

Tryptophan 1°/, KMnO, Temperatur Zeit Kynurenin 
lg 1500 eem 0° 25 15,4 mg 
lg 200 ,, 0—5 28’ ry Ny ae 
lg 200 _,, 30 20’ i 4 
5g 1000 __,, 3 15 20’ 42,3 ,, 
5g 950 ,, 0 1 40’ 46,6 ,, 
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XXXIV. Uber die Anthranilséurebildung aus Kynurenin 
durch Organsaft 


Von 


Y. Kotake und Y. Nakayama 





In bezug auf die Kynurensiurebildung aus Tryptophan stellt 
die Katze, wie bekannt, eine Ausnahme dar. Sie scheidet niemals 
im Harn Kynurensiure aus, auch wenn sie eine groBe Menge 
Tryptophan bekommt. Auf Grund der Untersuchungen in unserem 
Laboratorium liegt es nahe anzunehmen, da8 der Organismus zu 
einer Kynureninbildung iiberhaupt unfahig ist oder das gebildete 
Kynurenin anders wie andere Tiere abbaut. Der eine von uns 
(Nakayama) hat gelegentlich .aufgefunden, daB Katzenleber- 
saft zugesetztes Kynurenin in kiirzerer Zeit zerlegt. Daher haben 
wir uns vorgenommen, diesen Vorgang naher zu untersuchen. Es 
wurde hierbei Anthranilsiure als Zersetzungsprodukt isoliert, die 
friher von T. Sasaki’) bei bakterieller Zersetzung des Trypto- 
phans aufgefunden wurde. Die Anthranilsiurebildung aus Kynu- 
renin, die durch ein besonderes Enzym, von uns Kynureninase 
genannt, verursacht wird, ist eine allgemein verbreitete Leber- 
wirkung, woriber in einer anderen Arbeit von Nakayama?) naher 
berichtet wird. 





1) Sasaki, J. of Biochem. 2, 251 (1923). *) Vgl. unten. 





























Experimentelles 


Zunichst haben wir die Spaltbarkeit des Kynurenins durch 
Lebergewebe verschiedener Tiere durchgepriift. Katzenleber hat 
die starkste Wirkung. 

Eine gesunde Katze wurde entblutet, die entnommene Leber 
mit Quarzsand zerrieben, mit 2 Volumen Wasser aufgenommen, 
gut umgertihrt und koliert. 2ccm Kolat wurden mit 1,0 ccm 
0,1°/,iger 1-Kynureninsulfatlésung und 7ccm Phosphatpufferlésung 
p ~ = 7,3) versetzt und bei 38° stehen gelassen. Nach 3—5 Stunden 
wurde mit Trichloressigsiure enteiweiBt, filtriert und 4 ccm Filtrat 
zur Kynureninbestimmung nach Otani und Nishino verwendet. 
Als Kontrolle wurde der Lebersaft ohne Kynureninzusatz, nur 
mit Phosphatpufferlésung, stehen gelassen und nach demselben 
Verfahren untersucht, wobei sich photometrisch eine kleine 
Extinktion zeigte. 

I. Blindversuch. 

Tabelle 1 


Rete... 5 1 2 3 4 5 6 
Extinktion . 0,018 0,022 0,020 0,027 0,022 0,018 Mittel: 0,021 


Wir haben ferner festgestellt, daB Kynurenin bei 5 stiindigem 
Aufbewahren in einer wie oben hergestellten Phosphatpufferlésung 
keine Zerlegung erleidet. 


II. Versuch mit Katzenleber. Bei a) wurde sofort, bei b) nach 
einer Einwirkungszeit von 3 Stunden, bei c) nach 5 Stunden 
untersucht. 




















Tabelle 2 
Katze | Kynurenin (mg) Zersetzung (°/,) 
1 a) 0,082, b) 0,021 74,39 
2 a) 0,085, b) 0,028 67,06 ‘ 
3 a) 0,087, b) 0,025 71,26 
4 a) 0,087, c) 0,005 94,25 
5 a) 0,085, ¢) 0,000 100,0 


Daraus geht hervor, da zugesetztes Kynurenin nach 5 stiindiger 
Digestion vollstandig oder fast vollstindig zersetzt wird. 


Ill. Um weiterhin den EinfluB des Erhitzens zu bestimmen, 
haben wir die folgenden Versuche durchgefihrt; bei a) wurde 
sofort, bei b) nach 3 Stunden bestimmt. 
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78 Y. Kotake und Mitarbeiter, 
Tabelle 3 
Erhitzung Kynurenin (mg) Zersetzung (°/,) 
Ohne Erhitzung a) 0,087, b) 0,026 70,11 
80°, 5 Minuten a) 0,089, b) 0,077 13,48 
100°, 15 ‘. a) 0,087, b) 0,087 0,00 


Daraus geht hervor, da8 die Wirkung beim Erhitzen bei 100° 
in kurzer Zeit verloren geht. 


IV. Um die Abhingigkeit vom p, des Mediums zu ermitteln, 
wurden folgende Proben angestellt und wiederum bei a) sofort, 
bei b) nach 3 Stunden gemessen. 




















Tabelle 4 
Pu Kynurenin (mg) Zersetzung (°/,) 
6,0 a) 0,087, b) 0,080 8,05 
6,8 a) 0,090, b) 0,062 31,11 
7,0 a) 0,085, b) 0,044 48,24 
7,3 a) 0,085, b) 0,028 67,07 
7,5 a) 0,082, b) 0,030 62,93 
7,7 a) 0,085, b) 0,036 57,65 
8,0 a) 0,087, b) 0,051 41,37 
9,0 a) 0,090, b) 0,076 15,56 


Daraus ergibt sich, daB der Abbau bei p, = 7,3 am rasche- 
sten erfolgt. 


Die Kaninchenleber zeigte dieselbe Wirkung, wenn auch im 
Vergleich zur Katzenleber viel schwicher. Die Versuchsanordnung 
war dieselbe wie oben; es wurde bei p,, = 7,0 und nach 3 Stunden 


analysiert. 
Tabelle 5 








Kaninchen Kynurenin (mg) Zersetzung (°/0) 














1 a) 0,093, b) 0,065 30,11 
2 a) 0,087, b) 0,067 22,99 
3 a) 0,090, b) 0,067 25,56 





V. Isolierung der Anthranilsiure. Die Digestionsfliissigkeit 
wurde nach der EnteiweiBung bei saurer Reaktion mit Ather 
ausgezogen, wobei der Ather eine intensive blauviolette Fluores- 
cenz zeigte. Dies spricht schon dafiir, daB hierbei Anthranil- 
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siure gebildet ist. Zur Identifizierung wurde die Saure isoliert. 
Sie schmeckte siS, aus warmen Wasser umkrystallisiert schied 
sie sich in Nadeln vom Schmelzp. 145° ab. 


3,859 mg Subst.: 8,71 mg CO,, 1,861 mg H,O. 


Fir C,H,O.N Ber. C 61,31 H5,11 N 10,21 
Gef. ,, 61,61 ,, 5,40 ©, 10,07. 


VI. Versuch mit Katzenniere. Aus den oben erwihnten Er- 
gebnissen geht hervor, da8 der Katzenlebersaft imstande ist, 
zugesetztes Kynurenin unter Bildung von Anthranilsiure zu 
spalten. Nun haben wir versucht, ob dies auch mit Organextrakt 
der Fall ist. Als Organe wurden Leber und Niere verwendet, 
und daraus Organextrakte wie folgt hergestellt. 


Die Leber einer entbluteten Katze wurde mit Quarzsand 
zerrieben, mit 2 Volumen Wasser versetzt und zentrifugiert. 
2ccm der iiberstehenden, klaren Fliissigkeit wurden mit 1 mg 
Kynureninsulfat versetzt, das in 8ccm Phosphatpufferlésung 
(p,, = 7,3) gelést war. Die ganze Filiissigkeit (p, = 7,3) wurde 
3 Stunden lang bei 38° stehen gelassen. : 

Das zuriickgebliebene Kynurenin wurde unter denselben An- 
ordnungen wie oben bestimmt. 














Tabelle 6 
Katze | Organ | Kynurenin (mg) Zersetzung (°/,) a 
1 Leber. | a) 0,090, b) 0,028 68,82 sehr stark 
Niere a) 0,085, b) 0,056 34,12 stark 
2 Leber | a) 0,087, b) 0,030 65,52 sehr stark 
Niere | a) 0,087, b) 0,060 31,03 stark 














Daraus geht hervor, da8 sowohl Nieren- wie auch Leber- 
extrakt Kynurenin unter Anthranilsiurebildung zu spalten be- 
fahigt ist. Das erstere wirkt hierbei im Vergleich zum letzteren 
viel schwiacher. 


_ VIZ. Versuch mit d-Kynurenin. Bei den bisherigen Versuchen 
wurde stets l-Kynurenin gebraucht. Es wurde diesmal d-Kynurenin 
verwendet, das nach Kotake (jr.) und It6") an Kaninchen nach 





) J. of Biochem. 26, 161 (1937). 
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80 Y. Kotake und Mitarbeiter, 


der peroralen Darreichung von d-Tryptophan aus dem Harn ge- 
wonnen war. Seine spezifische Drehung betrug als Sulfat 


—2,3 x 100 
[a]? = 1,155 = 10,0. 





Versuchsanordnungen waren dieselben wie oben. Als Ferment- 
lésung Leber- und Nierenextrakt. Analyse a) sofort und b) nach 
3 Stunden. 














Tabelle 7 
Katze Kynurenin (mg) Zersetzung (°/,) aon | 
11%) a) 0,087, b) 0,024 | 72,41 + | 
d a) 0,085, b) 0,080 5,88 — 
21 a) 0,082, b) 0,026 68,29 = | 
d a) 0,085, b) 0,082 3,53 _ 
31 a) 0,089, b) 0,030 66,28 + 
d a) 0,087, b) 0,087 0,0 _ 











*) 1: Versuche mit I-Kynurenin, d mit d-Kynurenin. 


d-Kynurenin ist also durch Organextrakt gar nicht oder fast 
gar nicht angegriffen. Dementsprechend wurde eine Anthranil- 
siurebildung nicht nachgewiesen. 


Zur Sicherheit haben wir eine Fermentliésung wie folgt her- 
gestellt, um die genannte Kynureninspaltung durch eine ganz 
zellfreie Lésung zu erzielen. 'Dazu wurde ein auf erwihnte Weise 
hergestelltes Leberextrakt mit Kaolin (100 cem Extrakt : 2 g Kaolin) 
bei p,, = 6,0 versetzt und 15 Minuten lang geschiittelt, um Bei- 
mengungen zu entfernen, und dann zentrifugiert. Die Flissigkeit 
wurde wieder mit 10g Kaolin versetzt, 1 Stunde lang geschiittelt 
und zentrifugiert. Zur Eluierung des Fermentes wurde das Kaolin 
mit 50 ccm Phosphatpufferlésung (p,, = 7,3) aufgenommen, 1 Stunde 
lang geschiittelt und zentrifugiert. Die auf diese Weise gewonnene 
gelblich gefarbte Flissigkeit zeigte ziemlich starke Fermentwirkung, 
wobei wieder a) sofort, b) nach 3 Stunden analysiert wurde. 






































Tabelle 8 
. : 
Probe Kynurenin Zersetzung pages eh | 
1 a) 0,085, b) 0,022 74,11 stark positiv _ 
2 a) 0,087, b) 0,028 67,82 Ms | 
3 a) 0,090, b) 0,030 66,67 pf 









Studien tiber den intermediiiren Stoffwechsel des Tryptophans 8] 


Vill. Schicksal des Tryptophans im K6rper der Katze. Auf 
Grund der vorliegenden Untersuchungen ist es nicht mehr zweifel- 
haft, daB Leber und Niere der Katze ein Fermeut oder Ferment- 
system enthalten, das Kynurenin unter Bildung von Anthranilsiure 
angreift. Bei dieser Gelegenheit haben wir einmal einen Trypto- 
phanversuch an einer Katze angesetzt, wobei 2g Tryptophan 
in 20 ccm fein suspendiert subcutan eingegeben wurden. Der 
24 stiindige Harn wurde wie folgt behandelt: Der Harn wurde 
mit Schwefelsiure angesauert, durch den Apparat von Suto und 
Kumagawa erschépfend mit Ather ausgezogen. Der Ather zeigte 
eine intensive blauviolette Fluorescenz und lieB beim Verjagen 
des Athers einen Sirup zuriick, der in Wasser geldst eine starke 
Anthranilsiurereaktion gab. Dies beweist, daB die aus dem 
Tryptophan im Kérper gebildete Anthranilsiure zum Teil als 
solche im Harn ausgeschieden wird. : 

Der Harn wurde nun mit Soda neutralisiert, mit Bleizucker 
ausgefallt und filtriert. Das Filtrat zeigte eine ziemlich intensive 
Linksdrehung und eine schwache Phloroglucinreaktion. Es wurde 
dann mit Bleiessig ausgefallt, wobei das Filtrat optisch inaktiv 
wurde. Dies spricht fiir das Vorhandensein einer gepaarten 
Glucuronsiure, was friiher beim Kaninchen Mitsuba und Ichi- 
hara bewiesen haben. Wirklich konnten wir aus dem Nieder- 
schlag durch Spaltung mit Schwefelsiure Anthranilsiure isolieren. 


Zusammenfassung 

Katzenleber und -niere sind imstande, zugesetztes Kynurenin 
unter Bildung von Anthranilsiure zu spalten. 

Dies wird durch ein besonderes Enzym, Kynureninase, ver- 
ursacht, das sich als zellfreie Lésung herstellen lift. Sem 
Wirkungs-p,,-Optimum liegt bei 7,3. 

Die Katze scheidet bei Tryptophaneinfihrung Anthranilsiure 
im Harn aus, die wahrscheinlich zum Teil frei, zum Teil an 
Glucuronsiure gebunden erscheint. 


Anhang 


Gelegentlich haben wir uns durch andersartige Harnunter- 
suchungen mit dem Schicksal des Tryptophans im Katzenorganis- 
mus beschaftigt. Hierbei haben wir nicht Anthranilséure, sondern 
ausschlieBlich Kynurenin (und sogen. Kynureninsubstanzen) und 
diazopositive Substanzen beobachtet. Wir haben alle Resultate 
in der folgenden Tabelle zusammengefaBt: 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, 270 6 
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80 f Y. Kotake und Mitarbeiter, 


der peroralen Darreichung von d-Tryptophan aus dem Harn ge- 
wonnen war. Seine spezifische Drehung betrug als Sulfat 


2,3 x 100 
28 ’ lhe asin ; 
(“ly = 3x 1,158 10,0 





Versuchsanordnungen waren dieselben wie oben. Als Ferment- 
lésung Leber- und Nierenextrakt. Analyse a) sofort und b) nach 


3 Stunden. 














Tabelle 7 
Katze Kynurenin (mg) Zersetzung (°/,) pag nga 
11%) a) 0,087, b) 0,024 | 72,41 + 
d a) 0,085, b) 0,080 5,88 in 
21 a) 0,082, b) 0,026 68,29 + 
d a) 0,085, b) 0,082 3.53 sas 
3] a) 0,089, b) 0,030 66,28 7 
d a) 0,087, b) 0,087 0,0 = 











*) 1: Versuche mit l-Kynurenin, d mit d-Kynurenin. 


d-Kynurenin ist also durch Organextrakt gar nicht oder fast 
gar nicht angegriffen. Dementsprechend wurde eine Anthranil- 
siurebildung nicht nachgewiesen. 

Zur Sicherheit haben wir eine Fermentlisung wie folgt her- 
gestellt, um die genannte Kynureninspaltung durch eine ganz 
zellfreie Lésung zu erzielen. 'Dazu wurde ein auf erwaihnte Weise 
hergestelltes Leberextrakt mit Kaolin (100 com Extrakt : 2 g Kaolin) 
bei p,, = 6,0 versetzt und 15 Minuten lang geschiittelt, um Bei- 
mengungen zu entfernen, und dann zentrifugiert. Die Flissigkeit 
wurde wieder mit 10g Kaolin versetzt, 1 Stunde lang geschiittelt 
und zentrifugiert. Zur Eluierung des Fermentes wurde das Kaolin 
mit 50 ccm Phosphatpufferlésung (p,, = 7,3) aufgenommen, 1 Stunde 
lang geschiittelt und zentrifngiert. Die auf diese Weise gewonnene 
gelblich gefarbte Flissigkeit zeigte ziemlich starke Fermentwirkung, 
wobei wieder a) sofort, b) nach 3 Stunden analysiert wurde. 























Tabelle 8 
Probe Kynurenin Zersetzung Anarene” 
1 a) 0,085, b) 0,022 74,11 stark positiv 
3 a) 0,087, b) 0,028 67,82 
3 a) 0,090, b) 0,030 66,67 A 
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VIII. Schicksal des Tryptophans im Kérper der Katze. Auf 
Grund der vorliegenden Untersuchungen ist es nicht mehr zweifel- 
haft, daB Leber und Niere der Katze ein Ferment oder Ferment- 
system enthalten, das Kynurenin unter Bildung von Anthranilsaure 
angreift. Bei dieser Gelegenheit haben wir einmal einen Trypto- 
phanversuch an einer Katze angesetzt, wobei 2g Tryptophan 
in 20 ccm fein suspendiert subcutan eingegeben wurden. Der 
24 stiindige Harn wurde wie folgt behandelt: Der Harn wurde 
mit Schwefelsiure angesiuert, durch den Apparat von Suto und 
Kumagawa erschépfend mit Ather ausgezogen. Der Ather zeigte 
eine intensive blauviolette Fluorescenz und lieB beim Verjagen 
des Athers einen Sirup zuriick, der in Wasser geldst eine starke 
Anthranilsiurereaktion gab. Dies beweist, daB die aus dem 
Tryptophan im KoOrper gebildete Anthranilsiure zum Teil als 
solche im Harn ausgeschieden wird. 

Der Harn wurde nun mit Soda neutralisiert, mit Bleizucker 
ausgefallt und filtriert. Das Filtrat zeigte eine ziemlich intensive 
Linksdrehung und eine schwache Phloroglucinreaktion. Es wurde 
dann mit Bleiessig ausgefillt, wobei das Filtrat optisch inaktiv 
wurde. Dies spricht fiir das Vorhandensein einer gepaarten 
Glucuronsiure, was friiher beim Kaninchen Mitsuba und Ichi- 
hara bewiesen haben. Wirklich konnten wir aus dem Nieder- 
schlag durch Spaltung mit Schwefelsiure Anthranilsiure isolieren. 


Zusammenfassung 

Katzenleber und -niere sind imstande, zugesetztes Kynurenin 
unter Bildung von Anthranilsiure zu spalten. 

Dies wird durch ein besonderes Enzym, Kynureninase, ver- 
ursacht, das sich als zellfreie Lisung herstellen laBt. Sein 
Wirkungs-p,,-Optimum liegt bei 7,3. 

Die Katze scheidet bei Tryptophaneinfiihrung Anthranilsdure 
im Harn aus, die wahrscheinlich zum Teil frei, zum Teil an 
Glucuronséure gebunden erscheint. 


Anhang 


Gelegentlich haben wir uns durch andersartige Harnunter- 
suchungen mit dem Schicksal des Tryptophans im Katzenorganis- 
mus beschiftigt. Hierbei haben wir nicht Anthranilsiure, sondern 
ausschlieBlich Kynurenin (und sogen. Kynureninsubstanzen) und 
diazopositive Substanzen beobachtet. Wir haben alle Resultate 
in der folgenden Tabelle zusammengefaBt: 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 270 6 
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82 Y. Kotake und Mitarbeiter, 
Tabelle 1 
’ Kater 2060 g 
Kynu- | Diazo- 
Menge . Kynu- ot ; 
Datum ix — renin- gees eRe 7 Bemerkungen 
Harns | °° “9!8 | reaktion |... ; 
stanzen |Ehrlich 
3. IV.}| 131 |schw. sauer ~ 0,0152 _ 
4, 108 n 0,0130 ~ 
0,5 g 1-Tryptophan 
5. 89 5s _ 0,0151 - | eingespritzt 
Kynurensiure neg. 
6. 68 neutral _ 0,0115 - 
7 70 = - 0,0134 - 
8, 86 |schw.sauer — 0,0133 _ sete 
yes -Trypto han 
9, 72 neutral - 0,0144 _ gefiittert. 
Kynurensiiure neg. 
10, 63 |schw.sauer - 0,0125 _ 
i. 78 neutral _ 0,0136 
12. 132 |schw.sauer — 0,0153 _ . 
5g d,l-Tryptophan 
13, 60 si _ 0,0147 = Prseliad. os y 
Kynurensiure neg, 
14, 82 neutral — | 0,0147 _ 
15. 86 | schw. alk. -- 0,0126 _ 
16. 40 neutral _ 0,0104 _ 
0,5g d,1-Tryptophan 
17. 58 ischw. sauer o 0,0145 _ ? gefiittert ? 
Kynurensiiure neg. 
18. 84 i o 0,0127 ~ 
19. 95 is = 0,0150 ~ 
Tabelle 2 
Kater 2000 g 
Kynu- | Diazo- 
Menge . Kynu- yn - 
Datum | des ae mo tenia: jroakiion Bemerkungen 
Harns |2°* Harms }roaktion| (Sue | nach 
stanzen |Ehrlich 
4.IV.}| 140 neutral - 0,0164 _ 
5. 120 ge sauerl} — 0,0156 ~ 
| 0,5 g Kynureninsulfat 
6. 164 & + 0,0225 eingespritzt 
Kynurensiiure neg. 
7. 76 . a 0,0136 _ 
8. 132 neutral - 0,0143 _ 
9. 63 | schw, alk. - 0,0104 ~ 
0,5 g Kynureninsulfat 
10. 47 ” + 0,0188 _ geftittert 
K Ey , 
BN, 16 ; - 0.0156 iN yhurensiure neg 
12. 120 ‘. - 0,0159 ~_ 
13. 72 je - 0,0126 a 
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Katzen scheiden bei Tryptophan sowie bei Kynurenineinfiihrung keine 
Kynurensiure (ebensowenig diazopositive Substanzen) aus. Dies scheint 
insbesondere dadurch herbeigefiihrt zu sein, daB die Katze das im Kérper 
gebildete oder das als solches eingefiihrte Kynurenin leicht in Anthranil- 
siure iiberfiihrt. Es wurde ferner durch sogen. Jodsiurewertbestimm 
des Harns wahrscheinlich gemacht, daB die Katze Tryptophan iiber Ketosiure, 
Indolbrenztraubensiure, abzubauen vermag. 





XXXV. Zur Kenninis der Tryptophanpyrrolase 
und der Kynureninase 


Von 
C. Itagaki und Y. Nakayama 
Mit 2 Figuren im Text 





DaB Tryptophan in der Leber durch ein besonders Enzym 
oder Enzymsystem, von Kotake und Masayama Tryptophan- 


pyrrolase genannt, unter Bildung von Kynurenin gespalten wird, 


ist friher von Kotake und Masayama}) berichtet worden. Da 
aber der Nachweis des gebildeten Kynurenins damals nur durch 
seine Reaktion, eine leichte Ammoniakbildung beim Erhitzen in 
schwach alkalischem Medium und eine jasminartige Geruchs- 
entwicklung bei alkalischer Zersetzung, erbracht wurde, ist es 
wiinschenswert, dies durch Isolierung des Kynurenins zu _be- 
stitigen, Dies ist uns an Kaninchen gelungen sowohl mit Leber- 
schnitten wie mit Leberbrei. Wir konnten auch gelegentlich aus 
Leber mittels eines Adsorptionsverfahrens eine zellfreie Trypto- 
phanpyrrolaselésung herstellen. Ihr Wirkungsoptimum lag bei 
Pp, = 6,8. Tryptophanpyrrolase kommt bei verschiedenen Tier- 
arten in der Leber vor. 

Kotake und Nakayama haben den Nachweis erbracht, daB 
die Leber (und die Niere) ein besonderes Enzym, oder Enzym- 
system, Kynureninase, das auf Kynurenin spaltend wirkt, besitzt, 
Ks wurde hierbei als Spaltungsprodukt Anthranilsiure isoliert. 
Durch weitere Untersuchungen wurde sichergestellt, da8 Kynu- 
reninase bei verschiedenén Tierarten verbreitet vorkommt und 
da8 ihr Wirkungsoptimum bei p, = 7,3 liegt. Interessanterweise 
verlauft die Anthranilsiurebildung aus Kynurenin beim Katzen- 
lebersaft. fast quantitativ, wihrend dies beim Kaninchenlebersaft 
nicht der Fall ist, so daB hierbei Kynurenin zum Teil in andere 
Stoffe als Anthranilsiure tibergehen muB. 


’) Kotake u. Masayama, Diese Z, 248, 237 (1936), 
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84 Y. Kotake und Mitarbeiter, 





Experimentelles 


I. Tryptophanpyrrolase (ausgefihrt von Itagaki) 


Isolierung des Kynurenins. 1,5 kg-Kaninchen wurde durch Ver- 
bluten getétet und von der Leber nach Auswaschen mit Ringerlésung 40 g- 
Schnitte bereitet. Sie wurden mit 80 cem Ringerlésung, worin 0,6 g Tryptophan 
enthalten war, und mit 30 ccm m/15-Phosphatpufferlésung versetzt und in einer 
Krebsflasche 4 Stunden lang bei 38,5° im Warburg-Barcroft-Thermostat : 
geschiittelt. Nach Ablauf der Zeit wurde die Fliissigkeit mit 20°/,iger 
Trichloressigsdure enteiweiBt. Die Fliissigkeit, die deutlich die Kynurenin- 
reaktion gab, wurde im Vakuum konzentriert und mit 10°/,iger Quecksilber- 
sulfatlésung gefillt, wobei selbstverstindlich nebst dem gebildeten Kynu- 
renin auch das zuriickgebliebene Tryptophan mitgerissen wurde. Der 
Niederschlag wurde nun in wenig Wasser aufgenommen, umgeriihrt und 
vom Quecksilber durch Schwefelwasserstoff befreit. Nach Verjagen des 
Schwefelwasserstoffs wurde mit Baryt bis zur schwach kongosauren Reak- 
tion neutralisiert. Die vom Bariumsulfat filtrierte Flissigkeit wurde dann 
unter vermindertem Druck eingeengt und nach Zusatz von absolutem 
Alkohol iiber Nacht stehen gelassen, wobei 6 mg nadelférmige Krystalle 
ausgeschieden wurden. | 

Die Substanz, die ein Sulfat darstellte, firbte sich beim Zusatz von 
p-Dimethylaminobenzaldehyd gelb, gab die Reaktion von Kotake und 
Shichiri und von Otani und Nishino und erzeugte beim Zusatz von Brom- 
wasser cine Fillung. Sie zeigte keinen Schmelzpunkt, sondern firbte sich bloB 
von gegen 191° an immer mehr dunkel, bis sie sich giinzlich schwirzte. Die 
Reaktionen und Eigenschaften stimmten also mit Kynureninsulfat iiberein. 

Derselbe Versuch wurde wieder mit einem Leberbrei, der durch Zer- 
reiben von 150 g Leber aus einem Kaninchen mittels Quarzsandes hergestellt 
war, unter Zusatz von 0,6 g Tryptophan, wie oben, angesetzt, wobei 8 mg 
nadelférmige Krystalle isoliert wurden. Diese Substanz zeigte ebenfalls die 
Eigenschaften des Kynureninsulfats. 

Beide Priparate wurden vereinigt, aus Wasser umkrystallisiert und 
analysiert. 

3,962, 3,774 mg Subst.: 0,2859 (14,99, 763,2 mm), 0,2702 (15,7°, 
(764,0 mm) cem N,. 

Fiir (C,,H,,0,N,)-H,SO, Ber. 838  Gef. 8,59, 8,53. 


Herstellung von Enzymlésung. 120g Kaninchenleber wurden durch 
Quarzsand zerrieben, mit 200 ecm Glycerin versetzt, 20 Minuten lang stehen 
gelassen und zentrifugiert. Die obenstehende klare Flissigkeit wurde bei 
Pu = 7,4 mit 10 g Kaolin 10 Minuten lang tiichtig geschiittelt und wieder 
zentrifugiert. Die danach von Kaolin befreite Fliissigkeit wurde nun bei 
Po = 6,9 wieder mit 30 g Kaolin (Merck pB 32) versetzt und nach 1stiin- 
digem Schiitteln das Kaolin abgetrennt. Zur Eluierung des Enzyms wurde 
das Kaolin in 150 ecm Wasser suspendiert, Natriumbicarbonat hinzugefiigt 
bis die Flissigkeit py = 7,8 erreichte, und 1 Stunde lang stark geschiittelt. 
Die vom Kaolin befreite Fliissigkeit wurde dann mit Aceton gefallt und 
der gebildete Niederschlag méglichst schnell vom Aceton getrennt — bei 
lingerem Stehenlassen im Aceton wird das Enzym inaktiviert. Der auf 
diese Weise gewonnene Niederschlag wurde mit Alkohol und Ather ge- 
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trocknet, wobei er ein gelbliches Pulver darstellte. Das letztere wurde von 
neuem in wenig Wasser aufgenommen, geschiittelt, vom ungelést verbliebenen 
EiweiBniederschlag abfiltriert und schnell bei 30° getrocknet. 


Kynureninbildung aus Tryptophan durch Tryptophanpyrrolase. 
1 cem 1°%,iger Tryptophanlésung wurde mit 10mg Enzympulver, das in 
3 ecm Wasser gelést war, und 4 ccm m/15-Phosphatpuffer (pq = 6,8) versetzt. 
Die Fliissigkeit, die insgesamt 8 cem betrug, wurde nach Zusatz von fliis- 
sigem Paraffin 20 Stunden lang bei 39° stehen gelassen. Nach Ablauf der 
Zeit wurde die Fliissigkeit vom Paraffin befreit und mit 2 ecm Trichlor- 
essigsdure enteiweiBt. In 6 cem vom Filtrat wurde nun nach Otani und 
Nishino das gebildete Kynurenin bestimmt. Seine Menge betrug 0,98 mg. 
Als Kontrolle wurden 3 cem Extrakt, das aus 1g Leber gewonnen war, 
nach der Digestion bei 39° der Kynureninbestimmung unterworfen. Es 
wurde hierbei nur eine winzige Menge Kynurenin gefunden. 

Die Enzymlésung verlor beim Erhitzen schnell ihre Aktivitait, so daB 
die Lésung beim Erhitzen bei 100° binnen kurzer Zeit wirkungslos wurde. 
Ihr Wirkungsoptimum lag bei py = 6,8, wie aus folgender Tabelle er- 
sichtlich ist. 


0,1 °/, Trypto- + m/15 Phos- + Enzym- Gebildetes 














phan ccm phatpuffer ccm lésung ccm | Kynurenin mg 
4,0 3,0 (Px 6,0) 1,0 0,18 
” ” (Px 6,5) ” 0,48 
” ” (Py 6,8) ” 0,75 
” ” (Py 7,4) ” 0,49 
” ” (Po 8,0) ” 0,22 
” ” (Px 9,0) ” 0,09 











Da8 Tryptophanpyrrolase bei verschiedenen Tierarten in der Leber 
verbreitet vorkommt, wurde durch besondere Untersuchung festgestellt. 
Hierbei zeigte sich ihre Wirkung in der Hundeleber am stirksten. 














. Gebildetes ‘Kynurenin | Relative Tryptophan- 

Tierart [pro 1g Leber + Trypto- yrrolasemenge 

phan?)] mg (Kaninchen: 1,00) 
he. D650 0680 1,41 
Kaninchen. . 2... { O'460 0480 1,00 
Ment. ol ee att 0,451 0,94 
MM A es ee 0,259 0,54 
Mad Oe | O'360 0489 0,91 
Ms a: apo. 0-482 0,90 
Meerschweinchen. . . . 01180 0,163 0,34 











’) 5 cem 0,1°/,iger Tryptophanlésung wurden gebraucht. 
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II. Kynureninase (ausgefiihrt von Nakayama) 


Es wurde bisher die Kynureninasewirkung ausschlieBlich 
durch Abnahme des zugesetzten Kynurenins bestimmt. Da dabei 
aber die gebildete Anthranilsiure sich auch nach der colorime- 
trischen Methode von Otani und Nisikawa quantitativ be- 
stimmen 148t, haben wir begonnen, noch einmal die Kynureninase 
von der Seite der gebildeten Anthranilsiure zu ermitteln. Da8 
die Anthranilsiure nach dem oben erwahnten Verfahren in 
einem Bereich von 0,1—0,5 mg exakt bestimmbar ist, geht 
hervor aus Fig. 1 wie folgt: 











i. m | l l L 


Ca ae Be ee ee 
—- Aninranilssure 
Fig. 1 





Ausfiihrung. Die zu untersuchende Flissigkeit wurde mit Meta- 
phosphorsiiure enteiwei8t. Vom Filtrat wird eine bestimmte Menge ab- 
gemessen, mit Ather 4mal ausgezogen. Der vereinigte Ather wird nun mit 
n/2-Natronlauge 2mal ausgeschiittelt, wobei Anthranilsiiure ins Wasser iiber- 
geht. Der zuriickgebliebene Ather wird einmal mit Wasser gewaschen. Die 
alkalische Lésung und das Waschwasser werden vereinigt und 2mal mit 
Ather extrahiert, um etwaige Beimengungen zu entfernen. Die Fliissigkeit 
wird dann mit Salzsiure angesiuert und ihre bestimmte Menge zur Be- 
stimmung der Anthranilsiiure nach Otani und Nisikawa behandelt, die 
Reaktionsfliissigkeit wurde hierbei mit einer bestimmten Menge Butanol 
ausgezogen und die Butanolschicht mit Hilfe vom Pulfrich-Photometer auf 


die Extinktion untersucht’). 





1) Die Anthranilsiurefarbe, die sich mit p-Dimethylaminobenzaldehyd 
und H,O, entwickelt, ist im Gegensatz zu Kynurenin leicht durch Butanol 
extrahierbar, so daB die Anthranilsiure sich hierbei durch die Farbung der 
Butanolschicht bestimmen 1aBt. 































Kynureninasewirkung bei verschiedenem p,. LEiner von uns 
(Nakayama) hat gemeinschaftlich mit Prof. Kotake oben publi- 
ziert, daB Kynureninase zugesetztes Kynurenin bei p, = 7,3 am 
stirksten angreift. Nun haben wir die Kynureninasewirkung bei 
verschiedenem p,, mittels der oben erw&hnten Methode der ge- 
pildeten Anthranilsiure gemif ermittelt, 


Eine gesunde Katze wurde durch Verbluten getitet. Die Leber | 


— eine bestimmte Menge abgenommen — wurde mit Quarzsand zerrieben, 
mit 2 Volumen Wasser umgeriihrt und zentrifugiert. 3cem der oben- 
stehenden Flissigkeit wurden nun mit 5 mg Kynureninsulfat, das in 10 ecm 
Phosphatpuffer gelést war, versetzt und nach Herstellung von verschiedenem 
pH unter Toluol (2 cem) 20 Stunden lang bei 38° stehen gelassen. 10 com 
Fliissigkeit davon wurden mit Metaphosphorsiure enteiweift und im Filtrat 
wurde die Anthranilsiure wie oben bestimmt. 


























[Br . 

; Gebildete 
Pu Anthranilsiure 

a mg 

’ 6,0 0,315 

s 7,0 0,931 
7,3 1,640 

of 7,5 1,591 
8,0 0,562 

: 9,0 0,237 














Man ersieht daraus, daf die Anthranilséurebildung sich eben- 
falls bei p, = 7,3 am stirksten zeigt. 


Es fragt sich nun, ob Kynureninase bei verschiedenen Tier- 
arten in der Leber vorkommt. Zur Untersuchung haben wir 
Katze, Ratte, Maus, Meerschweinchen, Hund und Kaninchen heran- 
gezogen. Bei jedem Versuch (stets 2 Bestimmungen ausgefihrt) 
wurden allemal 5 g Leber verwendet. Sie wurde mit Quarzsand | 
zerrieben, 10 com Wasser unter Umrihren hinzugefiigt und 
zentrifugiert. 8 ccm der obenstehenden Flissigkeit wurden dann 
mit 5 mg Kynureninsulfat versetzt und genau wie oben be- 
handelt. 
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Tierart Gebildete Anthranilsiure mg 
ee Re er hee 1,405; 1,226 
re eet an 1,106; 0,996 
aye a 0,643; 0,482 
Meerschweinchen . . 0,401; 0,348 
ND es ka 0,294; 0,323 
Kaninchen .....- 0,260; 0,145 


Daraus geht hervor, daB Kynureninase in der Leber ver- 
breitet vorkommt, und zwar tritt ihre Wirkung bei der Katze am 
stiirksten, beim Kaninchen am schwachsten zutage. 

Wir haben nun die Katzen- und Kaninchenleber in bezug 
auf ihre Spaltungsfahigkeit von zugesetztem Kynurenin verglei- 
chend untersucht. Die Versuchsanordnung war dieselbe wie oben, 
indem sie einmal durch Kynureninabnahme, das andere Mal durch 
Anthranilsiurebildung bestimmt wurde.’ Interessanterweise ging 
hierbei Kynurenin bei der Katze fast quantitativ in Anthranil- 
siure iiber, wihrend es bei Kaninchen zum gréferen Teil in 
andere Substanzen (vor allem Kynurensiure?) umgewandelt wurde. 








: Kynurenin (mg) in 2cem]| Kynurenin- | Anthranilsiure- 
Tigre Untersuchungsfitissigkeit zersetzung °/, bildung °/, 














Te tego Sofort. .. . 0,427 84,54 81,76 
Nach 20 Stdn. 0,066 
Kaninchen . Sofort. . .. 0,416 40,86 15,76 











Nach 20 Stdn. 0,246 





XXXVI. Studien iiber Darmarginase, inshesondere des Kaninchens 


Von 


Y. Kotake und M. Mabuti 





Arginase, ein physiologisch bedeutsames Endoenzym, findet 
sich vor allem in groBer Menge in der Leber, auBerdem in der 
Niere und in einigen anderen Organen. Merkwiirdigerweise ist sie 
nach Edlbacher und Bonem}) nicht in der Darmschleimhaut 
vorhanden, trotzdem ihre Entdeckung, wie bekannt, von den 
Untersuchungen des letzteren Gewebes ausgegangen war’). 

Bei unseren Tryptophanstudien haben K otake (jr.) und It6) 
eine merkwiirdige Tatsache aufgefunden, daB die Darmschleimhaut 
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des Kaninchens unter den optischen Modifikationen des Trypto- 
phans vorwiegend d-Modifikation angreift, so daB d-Tryptophan 
bei peroraler Applikation (nicht aber bei Injektion) d-Kynurenin 


im Harn ausscheidet, wahrend |-Tryptophan sowohl bei Fiitterung © 


wie auch bei Injektion die Ausscheidung von ]-Kynurenin bedingt. 
Heutzutage ist es nicht mehr zweifelhaft, daB die Bildung des 
Kynurenins aus Tryptophan im Tierkérper durch ein besonderes 
Fermentsystem, T'ryptophanpyrrolase*) genannt, erfolgt. Es wurde 
auch bewiesen, daB die Diinndarmschleimhaut des Kaninchens 
imstande ist, zugesetztes d-‘T'ryptophan enzymatisch zu zersetzen, 
wihrend das Lebergewebe ausschlieBlich 1-Tryptophan angreift. 

Auf Grund dieser Resultate hielten wir es fir méglich, daB 
Arginase in der Darmschleimhaut, wie es beim Tryptophanabbau 
der Fall ist, auch hauptsichlich die unnatiirliche Modifikation, 
d(—)-Arginin, spaltet, so dab ihr Vorkommen bei gewdéhnlichen 
Untersuchungen méglicherweise leicht tibersehen worden ist. Mit 
vorliegender Arbeit haben wir also beabsichtigt, in bezug auf 
diese Méglichkeit und zugleich im allgemeinen die Darmschleim- 
haut auf ihren Gehalt an Arginase einer naheren Untersuchung 
zu unterwerfen. 


Versuchsmaterialien 


1. 1(+)-Arginin wurde aus Gelatine durch Siéurehydrolyse 
hergestellt und zeitweise als Argininmonochlorhydrat. 

2, d,l-Arginin wurde nach Kutscher ) durch Razemisierung 
des l-Arginins gewonnen. Da aber das hierbei bekommene Praparat 
nicht véllig rein war, haben wir es nach Heinsen®) einmal in 
das Flavianat tibergefiihrt und daraus in tiblicher Weise d,l-Arginin- 
monochlorhydrat dargestellt. 

3. d-Arginin. Da es uns nicht leicht gelingen wollte, ein 
krystallinisches d-Argininpraparat nach der urspriinglichen Methode 
von Riesser’) zu gewinnen, haben wir sie etwas abgeindert wie 
folgt dargestellt: 

4—5 g d,l-Arginin wurden mit einem Organsaft versetzt, der aus der 
zerriebenen Leber (12—16 g) eines erwachsenen minnlichen Meerschweinchens 
durch Extrahieren mit Wasser und Kolieren mit Tuch gewonnen war. Die 
Flissigkeit wurde nun mit Natronlauge alkalisch (pq = 9,4) gemacht, durch 
Zusatz von 10—15 cem m/100-Mangansulfat und Glykokoll-Natronlauge-Puffer 
(Px = 9,2) zu 700—800 cem aufgefiillt und in einem Erlenmeyer-Kolben 
unter Toluol 7—8 Stunden lang bei 38° digeriert. Es wurde dann mit Essig- 
sure angesiuert, erhitzt, von dem hierbei ausgeschiedenen Niederschlag 


abfiltriert und mit Phosphorwolframsiure ausgefallt. Aus dem Niederschlag 
haben wir in iiblicher Weise Arginin von Ornithin durch die Silber-Baryt- 
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methode getrennt und dann zuerst als Silbersalz, schlieBlich als Carbonat 
isoliert. 

Auf diese Weise gewonnenes Arginincarbonat wurde ins Flavianat 
umgewandelt und bekannterweise d(—)-Argininmonochlorhydrat gewonnen. 
Wir konnten dadurch aus 68g 1-Arginin (=82,26g Chlorhydrat) 13,27 ¢ 
d-Argininchlorhydrat erhalten. 


1,755 mg Subst.: 0,410 cem Nj. 
Fir C,H,,N,0,Cl Ber. N 26,61 Gef. N 26,76. 
—0,51-100 
73106 7 = 1211, 
[Nach Felix und Dirr’) betrigt 1(+)-Argininchlorhydrat bei 2°), iger 
Lésung [«]) = +12,12—12,25]. Unser Priiparat schmolz bei 214—215° (unkorr.) 
4, 1(+)-Ornithin wurde, wie erwihnt, bei der Darstellung des d-Arginins 
nebenbei gewonnen. 





2,106 g d(—)-Argininchlorhydratlésung [e]) = 


Methodisches 


Als Versuchstiere dienten Kaninchen, Meerschweinchen, Hund und 
Katze. Beim Versuch wurde das einzelne Tier entblutet und die Eingeweide 
bloBgelegt.* Zur Ermittlung der Arginase haben wir den entnommenen Diinn- 
darm gedffnet, mit Wasser véllig ausgewaschen und seine Schleimhaut vor- 
sichtig abgeschilt. Sie wurde gewogen, mit Quarzsand zerrieben, in einer 
bestimmten Menge Wasser aufgenommen und nach gutem Vermischen 
15 Minuten lang zentrifugiert. Die obenstehende Fliissigkeit wurde getrennt 
und als Fermentlésung beniitzt. 

6eem m/10-Glykokoll-NaOH-Puffer (pq = 9,2 bei 38°) + 1 ccm m/10- 
Argininmonochlorhydrat wurden nach Hinzufiigen von der hergestellten 
Fermentlésung mit Wasser auf 9,5 ccm aufgefiillt und nach Zusatz von 
0,5 cem Toluol umgeschiittelt. Zur Aktivierung des Enzyms wurde m/100- 
MnSO, gebraucht. 

Das Gemisch wurde bei 38° aufbewahrt. Nach Ablauf einer bestimmten 
Zeit (bei lingerer Digestion wurde der Toluolzusatz erneuert) wurde mit 
3 cem n/10-H,SO, versetzt, gut vermischt und 10 Minuten lang auf dem 
Wasserbade erhitzt, wodurch die Fermentwirkung zum Stillstand gebracht 
und eine Extraharnstoffentwicklung vermieden wurde. Nach dem Erkalten 
wurden 3ccm m/3-Phosphatpuffer (py = 7) und eine geringe Menge Urease 
(Merck) zugesetzt, 11/, Stunden lang bei 40° gehalten und nach Folin das 
entstandene Ammoniak bestimmt, Ein Blindversuch, wobei an Stelle von 
der Fermentlésung Wasser gebraucht wurde, diente als Kontrolle. Bei 
allen Versuchen wurde das Ammoniak, das durch Desaminase%) in der 
Schleimhaut gebildet wird, durch einen besonderen Versuch bestimmt. Ferner 
wurden Kontrollversuche mit Ornithinzusatz stets in 10 cem Gesamtflissigkeit 
ausgefiihrt. 3 

Alle Resultate wurden durch die verbrauchte n/50-H,SO, in ecm be- 
zeichnet. Als Indicator wurde stets ein Methylrot-Methylenblaugemisch 

gebraucht. 


Experimentelles 


Auf Grund der Untersuchungen von Nakayama hat friher 
Kotake™) mit groBer Wahrscheinlichkeit behauptet, daB Arginase, 
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wenn auch nur in geringer Menge, in der Darmschleimhaut vor- 
kommt. Dies wurde durch vorliegende Untersuchungen bestitigt, 
und zugleich wurde es klar, daB dabei keine nennenswerten 
jahreszeitlichen Unterschiede sich zeigen), 


I. Arginaseuntersuchung in der Diinndarmschleimhaut des Kaninchens 
A, Extraktion durch Wasser und Glycerin 


Tabelle 1 
Wirkungszeit 20 Stunden 








20. XI. Kérpergewicht 2ikg @ 
I Wasser oder Glycerin (1:5) 1,0 cem 


23, XII. Ké6rpergewicht 2,0kg 9 
Il Wasser oder Glycerin (1:3) 1,0 eem 


























Substrat Wasser | Glycerin Substrat Wasser | Glycerin 
1(+)-Arginin . 2,81 1,76 1(+)-Arginin . | 3,35 2,91 
r-Arginin, . . 3,29 2,09 r-Arginin. . . | 3,69 3,31 
d(—)-Arginin . 3,84 2,40 d(—)-Arginin. | 4,09 3,75 


B. Untersuchungen bei verschiedenen Fermentkonzentrationen. 
Nach Edlbacher und Zeller!*) zeigt eine Arginaselésung aus 
der Meerschweinchenleber je nach der Konzentration mehr oder 
weniger verschiedene Wirkung, so daB eine konzentriertere Lisung 
nicht nur 1(+-)-Arginin, sondern auch d(—)-Arginin zersetzt. So 
haben wir bei unseren Versuchen auch diese Beziehung verfolgt 
und einige Versuche in verschiedenen Fermentkonzentrationen 
ausgefiihrt mit folgenden Resultaten: 


Tabelle 2 
Wirkungszeit 20 Stunden 








1.XII. Kérpergewicht 1950g @ 
I Wasser (1:3) 2,0 cem 


11.XIL Kérpergewicht.1800g % 
II Wasser (1:5) 1,0ccem 

















Substrat ohne Mn | + Mn Substrat ohne Mn | + Mn 
1(+)-Arginin . 7,95 9,81: 1(+)-Arginin . 5,80 8,45 
r-Arginin, . . 8,53 9,77 r-Arginin. . . 8,53 8,56 
d(—)-Arginin . 9,22 9,78 | d(—)-Arginin. | 9,22 8,57 


16. XII. Kérpergewicht 1950¢ 6 
Ill Wasser (1 : 3) 


I(+)-Arginin , 


r- ° ° ° 


d(—)-Arginin . 











1,0 eem 
2,42 5,73 
3,05 5,91 
3,89 6,37 





13. XII. Kérpergewicht 1750g 
IV Wasser (1:10) 1,0cem 


1(+)-Arginin . 
d(—)-Arginin . 





0,94 3,24 
1,31 3,53 
1,66 3,63 
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Tabelle 3 
Wirkungszeit 2 Stunden 








24. XI. Kérpergewicht 1800g 6 
I Wasser (1:3) 2,0cem 


14.I. K6rpergewicht 1950 g 9 
II Wasser (1:3) 





Substrat | ohne Mn| + Mn 











1(+)-Arginin . 2,12 4,42 
r-Arginin. . . 2,55 5,25 
d(—)-Arginin. | 3,16 5,57 








3. XII. Kérpergewicht 1950g Q 
III Wasser (1:5) 


1(+)-Arginin . | 2,39 | 3,18 
r-Arginin. .. | 313 | 3,83 
d(—)-Arginin. | 3,85 | 4,22 








Substrat | ohne Mn | + Mn 
1(+)-Arginin . 1,81 3,23 
r-Arginin. . . 2,31 4,06 
d(—)-Arginin . 2,85 4,68 








10. XII. Kérpergewicht 1800g 3 
IV Wasser (1:10) 


l(+)-Arginin . | 0,56 1,40 
r-Arginin. . . | 0,85 1,95 
d(—)-Arginn. | 1,26 | 2,66 


Danach iibt die Fermentkonzentration in der Darmschleim- 
haut wenigstens in unserem Untersuchungsbereich keinen be- 
merkenswerten EKinflu8 aus. Es zeigten sich ferner bei diesen 
Untersuchungen keine geschlechtlichen Unterschiede. 


C. Untersuchungen bei verschiedenem p,,. Hierbei wurden ver- 
schiedene p,,-Werte durch Gebrauch von m/15-Phosphat und m/10- 


Glykokoll—NaOH-Puffer erzeugt. 


Tabelle 4 
Wasser (1:3) Wirkungszeit 20 Stunden 








21. XII. K6rpergewicht 2000g 6 


9.11i. Kérpergewicht 1900 g 6 






































I I 
Substrat Pu = 9,2 | Pu = 7,0 Substrat | Pr = 9,2 | py = 8,0 
1(+)-Arginin . 3,96 0,41 1(+)-Arginin . | 3,61 1,02 
r-Arginin. . . 4,53 0,21 r-Arginin. . . 4,52 0,79 
d(—)-Arginin . 5,20 0,00 d(—)-Arginin . 5,72 0,36 
21.XI. Kérpergewicht 2000g § | 15.III. Kérpergewicht 1900¢g 6 
I IV 
| Px fie 9,2 | pa = 8,5 | Pa = 9,2 Pu = 8,9 
I(+)-Arginin . | 5,95 | 4,13 | 1(+)-Arginin . | 7,38 6,57 
r-Arginin , we 6,63 3,46 r-Arginin. .. 7,97 7,10 
d(—)-Arginin . 7,40 °2,76 d(—)-Arginin . 8,62 7,58 














Aus den Tabellen ergibt sich, daB die d-Arginasewirkung 
bei p, =7 tiberhaupt nicht zum Vorschein kommt; sie ist 


( 
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erst bei p, = 8 bemerkbar. Man darf also annehmen, daB die 
d-Arginasewirkung im Vergleich zur ]-Arginase hinsichtlich des 
p,-Bereiches enger ist, 


D. Arginasewirkung in verschiedenen Darmabschnitten. In bezug 
auf Arginase wurden verschiedene Abschnitte des Diinndarms ver- 


gleichend untersucht. 















































Tabelle 5 
Wasser (1:3) 1,0cem Wirkungszeit 20 Stunden 
6.1. Kérpergewicht 1900g 6 I | 12.1. Ké6rpergewicht 2000¢ 8 II 
Ober- Unter- Ober- | Mittel-| Unter- 
Substrat teil teil Substrat teil | teil | teil 
1(+)-Arginin . 4,10 7,50 1(+)-Arginin . | 2,50 | 3,36 5,26 
r-Arginin. . . 5,15 4,24 r- inn. . . | 430 | 3,68 0,43 
d(=)-Arginin. | 617 | 0,98 | d(—)-Arginn.| — | — | — 
20.1. Kérpergewicht 1900g $ III 
Ober- Unter- Mittel- 
Substrat teil teil teil 
l(+)-Arginin. . 3,23 | 4,05 7,71 
r-Arginin .. . 5,13 3,68 0,85 
d(—)-Arginin . _ ~ oh 














E. Versuche mit Ornithinzusatz. DaB ein Ornithinzusatz die 
Arginasewirkung hemmt, wurde sowohl von Gross’) wie von 
Iwabuchi!4) hervorgehoben. Edlbacher und Zeller’’) haben 
beobachtet, daB dabei natiirliches Ornithin, 1(+)-Ornithin, die 
Arginasewirkung aus der Meerschweinchenleber gegeniiber d(—)- 
wie 1(+-)-Arginin nicht unterscheidbar unterdriickt. Diesbeziigliche 
Untersuchungen ergaben bei Darmarginase folgende Resultate: 


Tabelle 6 








27. VI. Kérpergewicht 2,0kg § I 
Wirkungsz. 20St. Wasser (1:3) 1,0ccm 


Ornithinzusatz (m/10) 2,0 ccm 


4, VII. Kérpergewicht 18kg § I 
Wirkungsz. 3 St. Wasser (1:3) 1,0 cem 


Ornithinzusatz (m/10) 1,0 cem 


























hne er ohne ‘i's 
Substrat Oentthin +- Ornithin Substrat Omithin | + Ornithin 
I(+)-Arginin 5,51 2,31 1(+)-Arginin | 2,60 1,49 
rArsiain ay 6,64 3,79 r-Arginin . . 3,52 2,09 
d(—)-Arginin | 8,27 5,30 d(—)-Arginin} 4,60 3,06 
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II. Arginaseversuche an verschiedenen Tieren 


A. Meerschweinchen 


Tabelle 7 
Wirkungszeit 20 Stunden 








27. XI. Kérpergewicht 0,4kg § 
I Wasser (1:3) 2,0ccm 


4, XII. Ké6rpergewicht 0,4kg 
II Wasser (1:5) 1,0cem 





Substrat | ohne Mn | + Mn 


Substrat | ohne Mn | + Mn 








1(+)-Arginin . 
r-Arginin. . . 


d(--)-Arginin . 


9,25 
4,40 
0,55 


9,81 
4,97 
1,04 


\(+)-Arginin . | 6,40 9.28 


3,37 


4,06 
0,21 








B. Hund (Diinndarm) 


r-Arginin. . . 
d(—)-Arginin. | 0,01 


Tabelle 8 
Wirkungszeit 20 Stunden 








25. XI. Kérpergewicht 85kg § 
I Wasser (1:3) 2,0 com 


6. XII. Kérpergewicht 10,.0kg 9 
II Wasser (1:5) 1,0 ccm 





Substrat | ohne Mn | + Mn 


. Substrat ohne Mn| + Mn 








3,06 4,66 


r-Arginin. . . 
0,05 0,45 


d(—)-Arginin . 


1(+)-Arginin . 4,96 | 9,78 


C. Katze (Diinndarm) 





1(+)-Arginin . 3,52 8,96 
r-Arginin. . . 2,00 4,45 
d(—)-Arginin . 0,00 0,08 








Tabelle 9 
Wirkungszeit 20 Stunden 








26. XII. Kérpergewicht 25kg 92 
I Wasser (1:3) 2,0 cem 


10.1. Kérpergewicht 2,9kg 9 
It Wasser (1:5) 1,0 ccm 





ree Peers ub-aseed tr aoe cee 


Substrat ohne Mn 





+ Mn 


Substrat 


ohne Mn 


+ Mn 





1(+)-Arginin . 7,91 
r-Arginin. . . 4,12 
d(—)-Arginin . 0,06 


D. Rind (Diinndarm) 








9,78 
4,75 
0,36 





1(+)-Arginin . 


T-. 


a(—)-Arginin . 


Tabelle 10 
Wirkungszeit 20 Stunden 


2,01 
1,29 








0,00 


6,80 
3,69 
0,09 








aticaied es So er ee 


8, XII. 
I Wasser (1:3) 2,0 ccm 


14, XII. 
II Wasser (1:5) 1,0 ccm 





Substrat | ohne Mn 





+ Mn 


Substrat 


| ohne Mn 





+ Mn 





1(+)-Arginin . 1,86 
r-Arginin. . . 1,14 
d(—)-Arginin . 0,00 





6,31 
2,85 
0,14 





1(+)-Arginin . 
T- eas 
d(—)-Arginin . 


0,58 
0,29 








0,00 


1,89 
1,02 
0,05 
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Zusammenfassende Betrachtung 


Auf Grund unserer Untersuchungen glauben wir uns zur 
Annahme berechtigt, da8 Arginase auch in der Diinndarmschleim- 
haut bei verschiedenen Tierarten verbreitet vorkommt, wenn auch 
ihr Gehalt im Vergleich zur Leber geringfiigig ist. Merkwiirdiger- 
weise, wie es ebenso bei Tryptophanpyrrolase der Fall ist, greift 
Arginase aus dem Diinndarm des Kaninchens béi ihrem p,- 
Optimum auch vorwiegend d-Modifikation, d(—)-Arginin an. Das- 
selbe ist auch in der Niere bemerkbar, woriiber neuerdings von 
Mabuti?!®) naheres berichtet ist*). 


Gegen unsere Auffassung kénnte man vielleicht den Kinwand 
erheben, daB unsere Arginase nicht aus dem Darm, sondern aus 
den dort gewachsenen Bakterien herrihrt. Dies ist aber deshalb 
unwahrscheinlich, weil die Darmarginase des Kaninchens im 
Gegensatz zur gewodhnlichen Arginase, die auch an Bakterien 
gefunden wurde?®), vorwiegend d-Arginin angreift und weil die 
Darmarginase insbesondere im oberen Teil des Diinndarmes, wo 
Bakterien im allgemeinen noch nicht so reichlich vorkommen, 
deutlich zum Vorschein kommt. Natiirlich darf man eine Méglich- 
keit nicht auBer acht lassen, daB d-Arginase enthaltende Bakterien 
auch in der Natur vorkommen. Man kann aber vorlaufig nicht 
so leicht annehmen, daB solche Bakterien sich ausnahmsweise im 
Kaninchendarm ansiedeln. 


Die Arginasewirkung in der Darmschleimhaut des Kaninchens 
wird auch mehr oder weniger durch Mangan aktiviert?) und durch 
natiirliches Ornithin, 1-Ornithin, gehemmt. 
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145, 69 (1925). 
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Kutscher, Diese Z. 32, 476 (1901). 
Heinsen, Diese Z. 239, 162 (1936). 
Riesser, Diese Z. 49, 210 (1906). 
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*) Hierbei hat er berichtet, daB Arginase aus Diinndarmschleimhaut 
und aus Niere bei ihrer Einwirkung auf d,l-Arginin hauptsiichlich d(—)- 
Ornithin bildet. 
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Isolierung von Dehydro-androsteron und anderen Oxyketonen 
aus Harn von trachtigen Stuten 


Von 


R. Oppenauer 





(Aus dem Pharmako-therapeutischen Laboratorium der Universitat Amsterdam) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Juli 1941) 





Der Harn von trachtigen Stuten ist bekanntlich eine der er- 
giebigsten Quellen fir die Gewimnung von Brunststoffen (Ostron, 
Equilin, Equilenin). Daneben kénnen jedoch mit Hilfe des 
Kapaunenkammtestes auch -mannliche Wirkstoffe nachgewiesen 
werden, diese allerdings nur in sehr kleiner Menge. Die Werte liegen 
im Durchschnitt bei 0,2—-0,8 internationalen Einheiten (IE) pro 
Liter, wobei noch zu bemerken ist, daB man sich bei Rohextrakten 
meist mit der Modifikation nach FuBgéinger") (Schmiertest) be- 
gniigen mu8; erst nach alkalischer Verseifung und Abtrennung der 
dabei anfallenden Fettsiuren ist es méglich, den Trockenriickstand 
so weit zu senken, daB Hichungen nach der gebrauchlicheren Me- 
thodik von Gallagher, Koch und Moore?) ausgefiihrt werden 
kénnen. 

Obwohl also der Gehalt des Statenharns an androgenen Wirk- 
stoffen — nach dem Kapaunenkammtest bestimmt — nur etwa 2°/, 
betrigt gegeniiber dem seinerzeit von Butenandt’) aufgearbeiteten 
Mannerharn, schien es doch wiinschenswert, etwas iiber die Natur 
dieser Stoffe zu erfahren. 

Vorversuthe zeigten, dai sich der gréBere Teil (etwa 2/.) der 
Wirkstoffe androgener Natur in der Fraktion der Oxyketone findet; 





1) Med. u. Chem. 2, 210 (1934). 
2) J. of Biol. Chem.. 114, 39 (1936); Modifikation nach Laqueur, Tab. 
biol. period. (1.; Nd.) XV, Teil I, S. 2. 
%) Diese Z. 287, 57 (1935). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 270 
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die weiteren Versuche zur Isolierung beschrinkten sich daher vor- 
laufig auf diese Fraktion. 

Uber Oxyketone von nichtphenolischem Steroidtypus aus 
Stutenharn ist bisher von zwei Seiten berichtet worden. Marker 
und Mitarbeiter!) konnten Allopregnanol-8-on-20 und ein von 
ihnen Uranolon genanntes Oxyketon isolieren. Weiter fanden 
R. D. H. Heard und A. F. Me Kay noch ein bei 187 ® schmelzendes 
Isomeres des Androsterons?). 

In der vorliegenden Arbeit wird iiber die Isolierung von ins- 
gesamt 7 Oxyketonen aus Stutenharn’®) berichtet. Darunter finden 
sich auch das von Marker isolierte Allopregnanol-3-on-20 und das 
Androsteron-Isomere von Heard; iiber die physiologischen Kigen- 
schaften des letzteren machen Heard und Mitarbeiter keine An- 
gaben, im hiesigen Laboratorium war der Stoff androgen véllig 
unwirksam. — Als einer der Trager androgener Wirkung konnte 
Dehydroandrosteron gefaBt werden; es sei aber gleich hier 
bemerkt, da8 fiir die Wirkung auf den Kapaunenkamm noch andere 
Oxyketone verantwortlich sind, die iibrigens nicht digitoninfallbar 
sind und nicht isoliert werden konnten. — Die vier anderen Oxy- 
ketone sollen hier mit ,,Stoff A, B, C und D“ bezeichnet werden. 
A und B sind Isomere des Pregnanolons der Formel C,,H;,0,; 
Stoff C besitzt die Bruttoformel C,,H,,0,, ist also isomer mit 
Androsteron und dem Oxyketon von Heard und androgen un- 
wirksam. Stoff D ist im Gegensatz zu den anderen sechs Oxy- 
ketonen nicht durch Digitonin fillbar, besitzt die Bruttoformel 
Cig-19Hoe-240, und zeigt im Test von Allen und Doisy schwach 
dstrogene Wirksamkeit. 

Was die Mengen der isolierten Stoffe betrifft, so steht das 
bereits von Marker isolierte Allopregnanol-3-on-20 an der Spitze; 
der gréBte Teil — aus 20000 Liter Harn wurden 8,5 g isoliert — 
kann aus der Oxyketon-Fraktion durch einfaches Chromato- 
graphieren und einmaliges Umkrystallisieren der betreffenden 
Fraktionen rein erhalten werden. — Vom Heardschen Oxy- 
keton C,gHs,0, konnten etwa 1,2 g¢ gefaBt werden. 


Von Stoff D (Bruttoformel wahrscheinlich C,)H,,0,) konnten 
ebenfalls 1,2 g in reinem Zustand isoliert werden. Aus dieser Zahl 





1) J. Amer. Chem. Soc. 59, 616 (1937). 

2) J. of Biol. Chem. 181, 371 (1939). 

’) Es wurden die bei der Ostronfabrikation anfallenden, von Phenolen 
befreiten Neutralteile verarbeitet. 
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kann jedoch in diesem Fall auch nicht annéhernd ein Schlu8 auf die 
urspringlich im Stutenharn vorhandene Menge gezogen werden. 
Dieses Oxyketon besitzt namlich recht unerwartete Eigenschaften, 
die es als sicher erscheinen lassen, daB bei der hier befolgten Art der 
Aufarbeitung des Harns ein groBer Teil verloren gegangen ist. Die 
Bruttoformel sagt bereits aus, daB auBer der Carbonyldoppel- 
bindung noch 8 Doppelbindungen vorhanden sind, wenigstens, 
wenn ein Vierringsystem vom Steroidtyp vorliegt. Das UV- 
Spektrum zeigt aber iberraschenderweise keine Absorption bis 
herunter zu 220 uu, die Doppelbindungen liegen also alle nicht 
konjugiert. Das sehr leicht verseifbare Acetat vom Schmelzp, 169° 
krystallisiert in schénen, fast rein weiBen, etwas flachen Nadeln, 
das freie Oxyketon (nicht phenolisch!) ist ei aus Benzin-Benzol 
langsam krystallisierender Sirup. Wenn dieses Rohprodukt wieder 
unter milden Bedingungen (bei 20° mit Acetanhydrid in Pyridin) 
acetyliert wird, so verwandelt sich ein betrachtlicher Teil — bis zur 
Halfte — in ein braun verfirbtes Gemisch von Séuren, und aus der 
neutralen Fraktion kann das urspriingliche Acetat nur zum Teil 
in krystallisiertem Zustand zuriickerhalten werden. Da ahnliche 
Operationen im Laufe der Aufarbeitung wiederholt stattgefunden 
hatten, kann als sicher angenommen werden, daB ein grofer Teil 
dieses merkwiirdigen Stoffes, der, wie schon erwahnt, schwach 
éstrogen wirkt (1 ME. = 150—200 y), verloren gegangen ist. Ab- 
gesehen von den auffallenden chemischen Eigenschaften diirfte ein 
gréBeres Interesse an diesem Stoff D um so mehr berechtigt sein, 
als die gleichzeitig im Harn von trachtigen Stuten vorkommenden. 
Brunststoffe einen ahnlichen Sattigungszustand aufweisen. 
Es ist daher beabsichtigt, das Vorkommen von StoffD unter 
Beriicksichtigung seiner chemischen Eigenschaften erneut nach- 
zupriifen. Da es sich hier um ein wahrend der Aufarbeitung 
entstandenes Kunstprodukt handelt, ist gerade wegen seimer 
Empfindlichkeit nicht wahrscheinlich; wbrigens wiirde die Auf- 
findung einer eventuellen Muttersubstanz mindestens ebenso inter- 
essant sein. 

Die anderen 4 Oxyketone: Dehydroandrosteron, Stoff A, B 
und C konnten nur in kleiner Menge isoliert werden; an Dehydro- 
androsteron etwa 200 mg (das ist 10°/, der gesamten Kammaktivi-. 
tit), von den anderen 8 Oxyketonen noch weniger. 

In der nachstehenden Tabelle sind die Schmelzpunkte und 
spezifischen Drehungen der 7 Oxyketone und ihrer Derivate zu- 
sammengefaBt. 
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‘Derivate 
Benzoat Semicarbazon 





Name Schmelzp.*) [a]p 











Allopregna- | 193—195° | + 80,3° 202° Sik 
nolon (Acetat) 


Oxyketon 190,5—191° | — 157° 282—285° Zers. 


C O 
v; en 
Stoff D — + 40,2° 261—264° Zers. 
C,5Hoq02l 2) (Acetat) (Acetat) 
Dehydro- 149° _ — 
androsteron 
Stoff A 163—164° | + 91,5° 266—268° Zers. 
Co1H540. (Acetat) (Acetat) 
Stoff B 196—197° | + 93° 258—261° Zers. 
C,,H3,0, 
Stoff C 191—191,5° | — 171° 260—265° Zers. 
C,,H390, 

















Experimente 


Als Ausgangsmaterial diente der neutrale Riickstand, der bei der Ostron- 
fabrikation nach Abtrennung der Séuren und Phenole mittels Alkali hinter- 
bleibt. Eine derartige Charge, die also keine alkalische Verseifung, wohl aber 
eine saure Hydrolyse hinter sich hatte, wurde uns freundlicherweise von der 
N. V. Organon-Oss iiberlassen. Der aus 20000 Liter Stutenharn stammende 
braunschwarze Sirup wog 4 kg und wurde zunachst alkalisch verseift, um die 
unverseifbaren Neutralteile zu erhalten. Er wurde in 5 Liter 90°/,igem Alkohol — 
mit 1 kg Kaliumhydroxyd 4 Stunden auf dem Wasserbad erwairmt, dann das 
Gemisch in 50 Liter Wasser gegossen und mit Benzol extrahiert. Die Benzol- 
lésung wurde 3 mal griindlich mit 25°/,iger Lauge geschiittelt, dann mit Wasser 
gewaschen, und schlieBlich das Benzol durch Abdampfen entfernt. Es hinter- 
blieb ein dunkelbrauner Sirup von 1,6 kg Gewicht. Die Eichung auf den 
Kapaunenkamm nach Fussganger ergab total 6500 IE. 


Abtrennung von leicht krystallisierbaren Anteilen. Der Sirup 
wurde in 6 Liter 90°/,igem Alkohol iiber Nacht stehen gelassen, dann wurde 
abgenutscht und der auf der Nutsche verbliebene braune Kuchen noch einmal 
aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Die Filtrate wurden durch Ab- 
dampfen vom Alkohol befreit; der Riickstand wog 1,25 kg. Das abgetrennte, 
unter 100° schmelzende Krystallisat ist ein rohes Gemenge der schon vor 
langer Zeit von Dorée und Gardner beschriebenen sogenannten ,,Chorto- 
sterole“. Das Krystallisat besa8 keine Kammwirksamkeit. 


Abtrennung der Alkohole. Die obigen 1,25 kg Neutralteile wurden 
in 3 Liter Benzol mit 1 kg Pyridin und 750 g Phthalsiureanhydrid 5 Stunden 
unter RiickfluB gekocht, dann das Ganze in viel Wasser gegossen und aus- 
geaithert. Die entstandenen Halbester wurden der Atherphase durch Aus- 
schiitteln mit Sodalésung entzogen. Den mit Ather gut gewaschenen Soda- 





1) Die Schmelzpunkte sind korrigiert (Mikroschmelzpunkte). 
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Jésungen wurde festes Kaliumhydroxyd bis zu einem Gehalt von 5°/, zugefiigt, 
dann 4 Stunden auf dem Wasserbad erwarmt, und nach dem Abkiihlen aus- 
geathert. Der Abdampfriickstand der Atherphasen wog 676g. Die Eichung 
am Kapaunenkamm (eingespritzt) ergab einen Gesamtgehalt von etwa 


5000 IE. (also 30°/, Verlust). 


Abtrennung der (Oxy-) Ketone. Die 676g Alkohole wurden in 1,5 Liter 
absoluten Alkohol mit 150 g Eisessig und 150 g Girard-Reagens T 45 Minuten 
auf dem Wasserbad erwarmt, und nach dem Abkihlen in 6 Liter Kiswasser, 
das mit 90 g Natriumhydroxyd versetzt war, gegossen. Es wurde ausgedthert, 
die Atherphasen 2 mal mit 10°/,igem Alkohol gewaschen. Aus den vereinigten, 
mit Ather 2 mal gewaschenen Wasser- bzw. 10°/, Alkoholphasen wurden die 
Ketone auf die tibliche Weise durch Ansauern mit Salzsiure, Erwirmen und 
Extrahieren mit Ather gewonnen. Die ganzen Operationen wurden an der 
urspriinglich im Ather verbliebenen Nichtketonfraktion nochmals wiederholt, 
und die beiden vereinigten Ketonfraktionen auch noch auf analoge Weise 
behandelt. Es ist némlich nicht leicht, in einem einzigen Arbeitsgang die 
Ketone weitgehend abzutrennen. Sogar nach der beschriebenen Wiederholung 
der Operationen finden sich noch immer Nichtketone in der Ketonfraktion. 
Dies wird wahrscheinlich durch den Alkoholgehalt der waBrigen Phasen ver- 
ursacht, der aber hier wegen der Gefahr der Bildung lastiger Emulsionen 
unbedingt nétig ist. — Das Gewicht der Ketonfraktion betrug 65 g, die Eichung 
ergab einen Gesamtgehalt von 3000 IE. 


Aufarbeitung der Oxyketone. Es wurde weitgehend von der Chro- 
matographie Gebrauch gemacht. Abgesehen davon, da8 ihre alleinige An- 
wendung es bereits méglich macht, einige Komponenten sofort in krystalli- 
siertem Zustand zu erhalten, ergeben sich auch Anhaltspunkte iiber die Zahl 
und Verteilung der Wirkstoffe. Es konnte dadurch festgestellt werden, daB 
im Stutenbarn auBer Dehydroandrosteron und den in derselben Fraktion. 
befindlichen unbekannten Wirkstoffen (durch Digitonin nicht fallbar) noch 
andere sauerstoffreichere Stoffe vorkommen, die ebenfalls Wirkung auf den 
Hahnenkamm ausiiben. Allerdings befinden sich in der Dehydroandrosteron- 
fraktion etwa 75°/, der Wirksamkeit. 

Die 65 g Oxyketone wurden also zunichst durch Chromatographieren in 

20 Fraktionen unterteilt; als Losungs- und Eluierungsmittel diente Ather, 
erst bei den letzten Fraktionen wurde 0,5—1°/, Athanol zugesetzt. Die Séule 
_ besaB eine wirksame Lange von 1,6 m, und war mit 1,2 kg Aluminiumoxyd 
(standardisiert nach Brockmann) beschickt. -—- Die Fraktionen wogen 
zwischen 1 und 4g. Die einzelnen Eichungen ergaben, daB etwa 75°/, der 
Wirksamkeit in denselben Fraktionen vorkam, die auch durch ihren Gehalt 
an Allopregnanolon bereits zum Teil krystallisiert waren (Fraktion 15, 16, 17 
und 18). Fraktion 19 war nur sehr schwach wirksam, wahrend Fraktion 20 
und der geringe, durch Eluieren mit Methanol der Saule entzogene Rest etwa 
25°/) der Wirkung enthielten. Die Fraktionen 1—5 enthielten zur Hauptsache 
Alkohole, aus den ebenfalls physiologisch unwirksamen Fraktionen 6—14 
konnte nur ein Oxyketon, nimlich Stoff A, isoliert werden. Der Vollstan- 
digkeit halber unternommene Versuche, diese Fraktionen weiter zu zerlegen, 
zB. durch Chromatographieren der Azobenzolcarbonséureester, zeigten, 
daB hier sehr komplexe Gemische vorliegen. So wurden im Verlauf dieser 
Arbeit hauptsachlich durch alternierendes Chromatographieren von Unter- 
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fraktionen in Form der freien Oxyketone und ihrer Ester noch eine Anzahl 
Stoffe in mehr oder weniger reiner Form erhalten; die Mengen waren aber so 
gering, da8 ihre Auffindung wohl kaum wissenschaftliches Interesse bean- 
spruchen kann. Die Grenze liegt hier schon in der Méglichkeit von Verfil- 
schungen bei so groBen auf kommerzieller Basis gesammelten Harnmengen. 

Man kann auch das Vorkommen von den relativ auBerordentlich geringen 
Mengen miannlicher Wirkstoffe von diesem Gesichtspunkt aus betrachten; sie 
werden aber immer wieder aufgefunden, und es ist uns auch gelungen, aus 
Harnmengen, die in anderen Jahrgingen gesammelt wurden, Dehydroandro- 
steron in reiner Form zu isolieren, so daB die Anwesenheit des letzteren im 
Stutenharn als sicher angesehen werden kann. 

Isolierung von Allo-pregnanol-3-on-20. Die Fraktionen 15, 16, 17 
und 18 wurden vereinigt. Gesamtgewicht 17,4 g. Eichung: 2250 IE. Beim 
Stehen in verdiinntem Aceton krystallisierten 5,4 g rohes Allopregnanolon aus, 
nach 2 maligem Umlésen aus Aceton blieb der Schmelzpunkt konstant: 193 
bis 195°. Keine Depression mit einem aus A-5,6-Prenenol-3-on-20 durch 
Hydrierung bereiteten Praparat. 

Das Acetat, hergestellt durch Stehenlassen mit Acetanhydrid in Pyridin 
tiber Nacht, schmolz nach Umlésen aus Methanol bei 147—148,5°. Keine 
Depression mit einem Vergleichspraparat. 

5,060 mg Subst.: 14,27 mg CO,, 4,55 mg H,0. 

C.3H3,0; Ber. C 76,6 H 10,07 Gef. C 76,91 H 9,99 

Das Benzoat schmolz bei 202° und gab ebenfalls keine Depression mit 
einem Vergleichspraparat. 

Isolierung des Heardschen Oxyketons C,,H,,0,. Die vom aus- 
krystallisierten Allopregnanolon befreite Mutterlauge wurde 3 mal mit je 
14 g Digitonin in 92°/,igem Athanol behandelt. Nach Abnutschen des Digi- 
toninkomplexes wurde das Filtrat durch Abdampfen im Vakuum weitgehend 
vom Alkohol befreit und der Riickstand mit Ather griindlich durchgearbeitet. 
Das Ungeléste wurde gemeinsam mit dem zuerst abgesaugten Niederschlag 
aufgearbeitet: das Ganze in Pyridin gelést, und nach kurzem Erwarmen auf 
dem Wasserbad mit viel Ather versetzt. Das ausgefallene Digitonin wurde 
sofort abgenutscht, das Filtrat im Scheidetrichter durch Waschen mit ver- 
diinnter Salzsiure vom Pyridin befreit, die Atherphase gewaschen, getrocknet 
und eingedampft. Der halbkrystelline Gesamtriickstand wog 5,9 g. Die Eichung 
ergab einen Wert von etwa 1100 IE. Aus dem Praparat krystallisierte durch 
Stehenlassen mit verdiinntem Aceton eine weitere Menge rohes Allopregna- 
nolon aus. Die Mutterlaugen wurden durch Eindampfen vom Lésungsmittel 
befreit und der Sirup diesmal langere Zeit mit verdiinntem Methanol im Eis- 
schrank stehen gelassen. Es schieden sich langsam glasklare dicke Blécke ab. 
Gewicht roh 1,1 g. Nach wiederholtem Umlésen aus verdiinntem Methanol 
und aus Benzin stieg der Schmelzpunkt langsam auf 190,5—191° und blieb 
dann konstant. Heard und Mitarbeiter geben 187—188,5° unkorr. als Schmelz- 
punkt an. | 


Spez. Drehung: [«]p = — 157° (Dioxan, c = 1,0). 
Heard und Mitarbeiter: [a]p*4 = — 160° (Dioxan). 
3,472 mg Subst.: 9,98 mg CO,, 3,24 mg H,0. 
C,,H;,0, Ber. C 78,62 H 10,43 Gef. C 78,44 H 10,44 
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Das Acetat, bereitet durch Stehenlassen mit Acetanhydrid in Pyridin, 
schmolz nach Umlésen aus verdiinntem Methanol bei 109—110°. Lange 


Nadeln. 
3,731 mg Subst.: 3,24 mg H,O, 10,36 mg CO,. 
C.:H3203 Ber. C 75,90 H9,71 Gef. C 75,73 H 9,72 


Das auf die iibliche Weise bereitete Benzoat (mit. Benzoylchlorid in 
Pyridin) schmolz nach Umlésen aus Aceton bei 209—211°; Heard und Mit- 
arbeiter fanden 206—208° unkorr. 

Das Semicarbazon des Oxyketons wurde durch gelindes Erwarmen mit 
Semicarbazidacetat in alkoholischer Lésung erhalten. Nadelchen aus Alkohol; 
Schmelzp. 282—285° (Zers.). 


4,551 mg Subst.: 0,474 com N, (23°, 772 mm). 


C.5H;,0,N; Ber. N 12,1 Gef. N 12,2 


Die vorstehenden Daten sprechen fir. die Identitét der Substanz mit 
dem von Heard und Mitarbeitern als Androstanol-3-on-(x) bezeichneten Oxy- 
keton. Ein direkter Vergleich war nicht méglich. Der Stoff besitzt bis zu 
10 mg/E keine Kammwirkung; die amerikanischen Autoren erwahnen dariber 
nichts. : 


Isolierung von Dehydroandrosteron. Das bei der Abtrennung des 
obigen Oxyketons verbliebene Filtrat wurde eingedampft. Der Riickstand, 
der 3,2 g wog und noch etwa 1000 IE. enthielt, wurde mit Benzoylchlorid in 
Pyridin verestert. Das Reaktionsprodukt krystallisierte beim Anreiben mit 
Athanol weitgehend. Durch wiederholtes Umkrystallisieren aus absolutem 
Athanol konnte ein ganz besonders schwer lésliches Benzoat leicht abgetrennt 
werden. Kleine Nadelchen vom Schmelzp. 248—253°. Keine Depression mit 
authentischem Dehydroandrosteronbenzoat. Die Ausbeute betrug 290 mg. 


; Das Benzoat wurde durch Kochen mit methanolischer Lauge verseift. 

Das freie Oxyketon lieferte, aus Benzol-Benzin umkrystallisiert, die charak- 
teristischen langen, haarfeinen Nadeln, die unter dem Mikroskop vor dem 
Schmelzen die typischen Umwandlungspunkte zeigten (der erste ist nicht sehr 
konstant und liegt bei 128°, der zweite bei 141°). Endschmelzp. 149,5—150,5°. 
Keine Depression mit einem Vergleichspriparat. — Wirkung im Kapaunen- 
kammtest: 1 IE. = 300 y. : 


Isolierung von Substanz B und C. Der bei der Abtrennung des 
Dehydroandrosteronbenzoates verbliebene, beinahe vollstandig krystalline 
Riickstand wurde einer fraktionierten Krystallisation nach dem Dreieckschema 
unterworfen, da weder Chromatographieren der freien Oxyketone noch der 
Benzoate Trennung bewirkte. Es gelang schlieBlich, auBer weiteren Resten 
der Benzoate von Allopregnanolon und Dehydroandrosteron noch 2 Benzoate 
in reiner Form zu fassen. Das Benzoat von Stoff B krystallisiert aus Aceton 
in Nadeln vom Schmelzp. 207—208°. 


_ 4,749 mg Subst.: 13,815 mg CO,, 3,78 mg H,0. 
C,sH3,05 Ber. © 79,62 H 9,07 Gef. C 79,36 H 8,91 


Zur Gewinnung des freien Oxyketons wurde das Benzoat durch 3stiin- 
diges Kochen mit methanolischer Kalilauge verseift. Das nach Verdiinnen mit 
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Wasser abgesaugte Krystallisat schmolz nach 3maligem Umlésen aus Aceton 
bei 196—197°. Glasklare Platten, aus Benzin flache Nadeln. 


Spez. Drehung: [a]p = + 93° (absoluter Alkohol, c = 1,1). 
3,158 mg Subst.: 9,14 mg CO,, 3,06 mg H,0. 


C,,H;,0, Ber. C 79,24 H 10,77 Gef. C 78,98 H 10,83. 

Das Semicarbazon des freien Oxyketons, erhalten durch Erwarmen mit 

alkoholischem Semicarbazidacetat, schmolz bei 258—261° (Zers.); Blattchen 
aus Alkohol. 


4,139 mg Subst.: 0,396 com N, (22°, 772 mm). 
C,.H;;0,N; Ber. N 11,20 Gef. N 11,25. 


Nach den Analysenresultaten ist also Stoff B ein bisher unbekanntes 
Isomeres des Pregnanolons. — Der Stoff ist im Kapaunenkammtest bis zu 
5 mg/E. unwirksam. 

Das neben dem Benzoat von StoffB isolierte Benzoat von StoffC 
krystallisiert aus Aceton in dicken schiefen Prismen vom Schmelzp. 215—216°. 


4,615 mg Subst.: 13,37 mg CO,, 3,51 mg H,0. 
CogHs403 Ber. C 79,18 H869  Gef. C 79,03 H 8,51. 


Das Benzoat lieferte nach Verseifung mit alkoholischem Kali das freie 
Oxyketon, das aus Benzin in derben Nadeln krystallisiert, die beim Erhitzen 
unter dem Mikroskop in Rhomben sublimieren und bei 190,5—191,5° schmelzen. 


Spez. Drehung: [«]p = — 171° (absoluter Alkohol, c = 1,1). 
3,074 mg Subst.: 8,865 mg CO,, 2,88 mg H,0. 
C19H390, Ber. C 78,62 H 10,43 Gef. C 78,67 H 10,48. 


‘Das Semicarbazon des freien Oxyketons, das durch Behandlung mit 
alkoholischem Semicarbazidacetat erhalten wurde, ist undeutlich mikro- 
krystallin und schmilzt bei 260—265° (Zers.). i 


4,504 mg Subst.: 0,461 ccm N, (23°, 772 mm). 
C.9H;,0,N3 Ber. N 12,1 Gef. N 11,9. 


Stoff C ist also ein weiteres mit Androsteron und dem Heardschen Oxy- 
keton Isomeres. Mischschmelzpunkte mit den entsprechenden Derivaten des 
Heardschen Oxyketons zeigen Depression. Stoff C ist im Kaupaunenkamm- 
test bis zu 5 mg/E unwirksam. 


Isolierung von Stoff D. Der Versuch, um aus den durch Digitonin 
nicht fallbaren Fraktionen 15, 16, 17 und 18 weitere Stoffe in reiner Form zu 
isolieren, blieb trotz vieler Bemiihungen erfolglos. Durch Chromatographieren 
der acetylierten Fraktion 20 konnte jedoch eine kleine Menge Krystalle gefaBt 
werden, und nach Animpfen der auf dieselbe Weise aufgespaltenen Frak- 
tionen 15, 16, 17 und 18 begannen auch dort einige der schwerst-eluierbaren 
Unterfraktionen zu krystallisieren. Es wurden so aus Benzin oder aus Methanol 
Nadeln eines Acetates erhalten, das ein wenig unscharf, aber immer konstant 
unter schwacher Zersetzung bei 167—169° schmolz. 
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Spez. Drehung: [«]p = -+ 40,2° (absoluter Alkohol, c = 1,2). 


4,843 ng Subst.: 13,70 mg CO,, 3,44 mg H,0. 


CoH 693 Ber. C177,25 H 8,03 
CopH 40s Ber. C 76,87 H 7,75 Gef. C 77,14 H 7,88. 
Des Semicarbazon des Acetats wurde durch schwaches Erwarmen mit 
Semicarbazidacetat in Athanol bereitet. Es schmilzt bei 261—264° unter 
Zersetzung. | 
4,139 mg Subst.: 0,396 com N, (22°, 771 mm). 
C,,H.0;N; Ber. N 10,96 Gef. N 11,25. 


Das eigenartige Verhalten des Stoffes bei der Verseifung bzw. Acety- 
lierung ist schon kurz erwahnt worden. Einzelheiten sollen spater mitgeteilt 
werden. 

Isolierung von Stoff A. Die Fraktionen 6, 7, 8 und 9 wurden auf 
die iibliche, bereits oben beschriebene Weise mit Digitonin gefallt. Die Zer- 
legung des Digitoninkomplexes mit Pyridin lieferte 1,2 g gelbes Harz. Dieses 
wurde mit Acetanhydrid in Pyridin acetyliert, und dann chromatographiert. 
(Es wurde ausnahmslos Aluminiumoxyd nach Brockmann verwendet.) Die 
ersten, mit Petrolither eluierten Fraktionen enthielten Stoffe ohne Carbony]l- 
gruppen, die durch die Behandlung mit Girard-Reagens nicht vollstandig 
abgetrennt werden konnten; spiter, als der Petrolither mit steigenden Mengen 
Ather versetzt war, wurden Fraktionen erhalten, aus denen beim Stehen mit 
Methanol schéne, stabférmige Prismen auskrystallisierten. Nach mehrmaligem 
Umlésen aus Methanol schmolzen sie bei 143—144°. 


Spez. Drehung: [«]p = + 91,5° (absoluter Alkohol, c = 1,1). 


4,945 mg Subst.: 13,895 mg CO,, 4,40 mg H,0. 
C.3H3,03 Ber. C 76,66 H 10,06 Gef. C 76,68 H 9,96. 
Das Semicarbazon des Acetats wurde durch Erwaérmen mit alkoholischer 
Semicarbazidacetatlésung erhalten. Die Nadelchen (aus Alkohol) schmelzen 
bei 275—278° (Zers.). 
3,810 mg Subst.: 0,327 com N, (22°, 772 mm). 
C.4H;,0,N3 Ber. N 10,07 Gef. N 10,09. ; 
Das freie Oxyketon wurde aus dem Acetat durch Verseifung mit metha- 
nolischer Kalilauge bereitet. Aus Benzin feine Nadeln vom Schmelzp. 163 
bis 164°, . 
4,751 mg Subst.: 13,77 mg CO,, 4,50 mg H,O. 
C.,H;,0, Ber. C 79,24 H 10,77 Gef. C 79,10 H.10,60. 


Stoff A ist also ein weiteres Isomeres des Pregnanolons mit unbekannter 
Konstitution. 
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Zur Kenntnis der Gallenséiuren 
66. Mitteilung 


Von 
Martin Schenck und Johannes Reschke 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinar-physiologischen Instituta 
der Universitat Leipzig) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19, Juli 1941) 


Uber die mit 7-Nitrodesoxybiliensdure 

isomere 7-Nitro-iso-desoxybiliensdure 
In friiheren Mitteilungen haben wir iiber die Priifung von 
stickstoffhaltigen Derivaten von Gallenséuren nach der Methode 
von van Slyke berichtet. Dabei wurde festgestellt, daB nicht nur 


Aminosauren, sondern auch Isonitroso- und Isonitroverbindungen 
in der van Slykeschen Apparatur Stickstoff entwickeln. Be- 
sonders solche Stoffe, welche die NOH-Gruppe am Kohlenstoff- 
atom 7 (vgl. Formel I) tragen, sind zur Stickstoffentwicklung be- 
fahigt. So lieferten die Sduren I—IV hohe Stickstoffwerte. Wenn 
man 1 Mol N, pro Mol der angewandten Substanz mit 100°/, ansetzt, 
gab I 80°/,, wahrend II unter den gleichen Bedingungen 90°/,, 
III 1038°/, und IV 96°/, lieferten. 

Beim Isobilianséure-dioxim III ist zu beriicksichtigen, dab 
etwa 28°/, auf die NOH-Gruppe am ©-Atom 12 zu beziehen sind, 
so da8 auf die 7-Oximinogruppe (wie beim Bilianséure-7-monoxim I) 
etwa 80°/, Stickstoff entfallen. 7-Ketoximséuren lassen sich durch 
vorsichtige Oxydation zunachst in ungesattigte 7-Nitroso- und 
weiter in ungesdttigte 7-Nitroséuren iiberfiihren, es vollzieht sich 
dabei an Ring B die nachstehende Umwandlung: --C(: NOH)— 
CH< —> —0(NO)=C< —> —0(NO,)=C<. Aus I erhalt man 
so die Nitrosoverbindung ©,,H,,NO, und die Nitroverbindung 
C.,Hs,NO, (V), aus IT in ganz entsprechender Weise die Nitroso- 
siure C,,H,,N,0, und die Nitrosiure C,,H,,N.0,. Aus Isobilian- 
saiure-dioxim ITE hatte sich bisher nur der Nitrosokérper C,,H,,NO, 
(mit der aus I erhiltlichen Nitrososéiure isomer) gewinnen lassen, 
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in diesem Falle wird bei der Oxydation die NOH-Gruppe am 
c-Atom 12 durch ein doppelt gebundenes Sauerstoffatom ersetzt. 
In der letzten Mitteilung') haben wir auch iiber die Priifung der 
genannten drei Nitroso- und zwei Nitroséuren nach der Methode 
von van Slyke berichtet. Wiahrend die beiden Nitroverbindungen 
keinen bzw. nur eine auBerst geringe Menge Stickstoff lieferten, 
gaben die Nitrosokérper ungefaéhr die gleiche Gasmenge wie die 
entsprechenden 7-Ketoximsauren. Die von I sich ableitende Nitroso- 
siure entwickelte 69°/, N., enthielt aber allem Anschein nach eine 
Beimengung von der entsprechenden nicht reagierenden Nitro- 
siure, die von II sich ableitende Nitrosoverbindung gab 98°/,, die 
dritte Nitrososéure 88°/,. Wie die Stickstoffbildung aus den 
7-Ketoximsaéuren bzw. aus den ungesiattigten 7-Nitrosokérpern 
unter den Bedingungen des van Slykeschen Versuchs zu erklaéren 
ist, muB dahingestellt bleiben. Am meisten Wahrscheinlichkeit hat 
wohl die Annahme, daf die salpetrige Saéure die 7-Ketoximsaure 
bzw. den ungesattigten 7-Nitrosokérper zur ungesattigten 7-Amino- 
verbindung (—C(NH,)=C<) reduziert, die ihrerseits mit einem 
weiteren Molekiil salpetriger Saéure sofort in der iiblichen Weise 
unter N,-Entwicklung reagiert, nach der Abspaltung des Stick- 
stoffs mtiBte dann zuniichst ein Enol entstehen. 7-Isonitroso- und 
ungesittigte 7-Nitrososiuren sollten nach dieser Vorstellung theo- 
retisch 100°/, Stickstoff liefern. Es ist méglich, daB dieser Wert 
erreicht wird, wenn man die Reaktion bei héherer Temperatur sich 
abspielen 14Bt (wir haben unsere Versuche bei Raumtemperatur 
angestellt), es ist aber auch méglich, daB neben der Hauptreaktion 
noch andere Vorgiinge, bei denen keine Stickstoffentwicklung er- 
folgt, ablaufen. Da8 nach der Abspaltung des Stickstoffs zunéchst 
ein Enol entsteht, dafiir spricht die Beobachtung, da8 bei der von 
Isobiliansfure sich ableitenden Nitrosoverbindung C,,H;,NO, 
(und auch beim Isobiliansiure-Dioxim III) die nach Beendi- 
gung des Gasversuchs mit Wasser verdiimnte Reaktionslésung 
beim Stehen farblose Krystalle ausschied, in denen allem Anschein 
nach der Salpetersiureester des entsprechenden Enols vorlag. 
Es findet also offenbar cine Nitrierung' des Enols durch die im 
Reaktionsgef&B in geniigender Menge vorhandene Salpetersaéure 
statt, und im vorliegenden Falle lieB sich der Salpetersiureester 
_ gufolge seiner Schwerléslichkeit gewirmen. Da8 in den farblosen 
Krystallen, die mit Diphenylamin-Schwefelséure eine intensive 





1) Diese Z. 268, 267 (1941). 
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Dunkelblaufirbung gaben, sehr wahrscheinlich ein Enolnitrat 
(Formel wie VI, aber an Stelle der Gruppe —O(NO,)=C< in 
Ring B die Gruppierung —C(O-NO,)=C<) und nicht die (damals 
noch unbekannte) ungesattigte Nitroverbindung VI, an die man 
auch hatte denken kénnen, vorlag, dafiir sprachen die folgenden 


| Beobachtungen. Die farblosen Krystalle (Nadeln) zersetzten sich 


nach vorsichtigem Trocknen bereits bei 120° unter Aufschéumen. 
Die Nitroverbindung VI sollte in Analogie mit den aus I und II 
erhiltlichen Nitroverbindungen einen weit hédher liegenden Zer- 
setzungspunkt (von etwa 242°) zeigen, sie sollte ferner wie die beiden 
anderen Nitroverbindungen durch Lauge in die entsprechende Keto- 
siiure (in diesem Falle also Isobilianséure) und in Nitrit gespalten 
werden, und dieses sollte sich nach dem Ansauern der Lésung durch 
den Geruch nach nitrosen Gasen und die Blaufaérbung eines mit 
Diphenylamin-Schwefelséure befeuchteten, in den Luftraum iiber 
die Flissigkeit gehaltenen Glasstabes zu erkennen geben. Die 
Nadeln wurden nun zwar durch Lauge in Isobilianséure iibergefiihrt, 
beim Ansauern war aber ein Geruch nach nitrosen Gasen kaum 
wahrzunehmen und die Glasstabreaktion mit Diphenylamin- 
Schwefelséure war nur ganz schwach positiv. Es war also offenbar 
bei der Einwirkung der Lauge nicht Nitrit, sondern Nitrat gebildet 
worden, und es handelte sich bei den Nadeln vermutlich um den 
Salpetersiureester der in Ring B enolisierten Isobiliansiure (viel- 
leicht war dem Enolnitrat etwas Enolnitrit beigemischt). 

Um die Frage weiter zu klaren, hat der eine von uns (Schenck) 
in der Zwischenzeit die Nitroséiure VI herzustellen versucht und 
unter den unten naher angegebenen Bedingungen in reiner krystalli- 
sierter Form (farblose Nadeln) erhalten. Der neue K6rper zersetzt 
sich bei 254° (also noch etwas héher, als erwartet worden war) und 
erfahrt durch Lauge eine Spaltung in Isobiliansiure und Nitrit, 
das sich in der ober skizzierten Weise nachweisen l48t. Er lieB sich 
ferner, analog der Nitroséure V, durch Zinkstaub und Eisessig in 
die entsprechende 7-Ketoximséure und, analog der von Isobilian- 
siure sich ableitenden Nitrosoverbindung C,,H,,;NO,, durch Er- 
hitzen mit 32,5°/,iger Salpeterséure in Bilisoidanséure C,,H3.05, 
(Formel wie VI, aber an Stelle der Gruppe —CH,—C(NO,)=C< 
die Gruppierung —CO—CO—CH<) iiberfiihren. Im van Slyke- 
schen Versuch gab die Nitrosiure VI, wie zu erwarten, nur eine 
unbedeutende Menge Stickstoff. 

Ks ist friiher versucht worden, mit Hilfe von Salpeterséure 
aus Isobilianséure-oximlactam IV die entsprechende Nitroso- 
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verbindung herzustellen’), es gelang damals nicht, den wenig be- 
stindigen Nitrosokérper in reiner Form zu gewinnen, die um ein 
Sauerstoffatom reichere Nitroverbindung lieB sich mittels Salpeter- 
siure iberhaupt nicht darstellen. Neuerdings mit Isobiliansiure- 
oximlactam vorgenommene Oxydationsversuche, bei denen als 
Oxydationsmittel Kaliumpermanganat in Gegenwart von 50°/,iger 
Schwefelséure zur Anwendung gelangte, fiihrten zwar sowohl zur 
Nitrosoverbindung als auch zur Nitrosaure, es lieB sich aber weder 
die eine noch die andere in krystallisierter bzw. reiner Form ge- 
winnen; von unserer Absicht, auch diese beiden Verbindungen im 
van Slykeschen Versuch zu prifen, haben wir deshalb vorerst 
Abstand genommen. 
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7-Nitrodesoxybiliensiure, C,,H,,NO, 7-Nitro-iso-desoxybiliensiure, C,,H,,NO, 
1) M. Schenck, Diese Z. 194, 39 (1931). 
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M. Schenck und J. Reschke, 


Beschreibung der Versuche 


1. Oxydation der 7-Nitroso-iso-desoxybiliensdiure zu 7-Nitro-iso- 
desoxybiliensaéure. Herstellung der 7-Nitroso-iso-desoxybiliensiure (Formel 
wie VI, aber an Stelle der NO,-Gruppe eine NO-Gruppe) aus Isobiliansaure- 
dioxim (,,Rohdioxim“) nach friher gemachten Angaben’). Ausbeute (nach 
3maligem Umkrystallisieren): 30°/, des Ausgangsmaterials. Nachdem andere, 
hier nicht zu besprechende Versuche, die Nitrosoverbindung zur Nitroverbindung 
zu oxydieren, nicht zum Ziele gefihrt hatten, wurde wie folgt verfahren. 0,5 g des 
Nitrosokérpers léste man in der Warme in 14 ccm Eisessig, kiihlte die blaue Lé- 
sung auf Zimmertemperatur ab und gab innerhalb von 5 Minuten feingepulvertes 
Kaliumpermanganat im Uberschu8 hinzu. Dann setzte man festes Natrium- 
bisulfit in kleinen ‘Anteilen und 3 ccm Wasser hinzu, wodurch Entfarbung 
eintrat und eine weiBe Masse sich ausschied. Letztere ging auf Zusatz von 
wenig Wasser wieder in Lésung, auf weiteren Zusatz von Wasser (im ganzen 
330 ccm) entstand eine amorphe Fallung, die beim Stehen krystallinisch wurde. 
Die Fallung wurde abgesaugt und aus 30°/,iger Essigsiure umkrystallisiert. . 
Man erhielt so die Nitroverbindung in schénen farblosen Nadeln in einer Aus- 
beute von 0,18 g. Die Krystalle zersetzten sich bei 254° und wurden fiir die 
Analyse bei 115—120° getrocknet. 


0,1516 g Subst.: 3,5 ccm N (16°, 760,4 mm). 
C,,H,,NO, Ber. N 2,92 Gef. N 2,73. 


Die neue Nitrosdure gibt mit Diphenylamin-Schwefelsaure in der Kalte 
eine schwache, bei gelindem Erwarmen eine sehr intensive Dunkelblaufarbung. 


2. Verhalten der 7-Nitro-iso-desoxybiliensiure gegen Natronlauge. 
Eine Probe (etwa 0,1 g) der Nitroséure léste man in wenigen Kubikzentimeter 
10°/,iger Natronlauge auf und sauerte die Lésung nach Istiindigem Stehen 
mit 10°/,iger Schwefelsaure an. Dabei entstand eine weiBe Fallung; gleichzeitig 
machte sich der Geruch nach nitrosen Gasen bemerkbar und ein iiber die 
Flissigkeit gehaltener, mit Diphenylamin—Schwefelséure befeuchteter Glas- 
stab wurde dunkelblau gefairbt. Die weiBe Fallung krystallisierte man aus 
Wasser um, es resultierten farblose Blattchen, die bei 248° schmolzen und mit 
notorischer Isobilianséure keine Schmelzpunktsdepression gaben. 


3. Einwirkung von Zinkstaub und Eisessig auf die Nitrosadure VI. 
0,18 g der Nitroséure VI wurden mit 0,22 g Zinkstaub und 2 ccm Eisessig zu- 
sammengebracht und das Gemisch etwa 5 Minuten lang gekocht. Nach Absaugen 
des Zinkstaubs versetzte man das erkaltete Filtrat, mit 14 com Wasser. Es trat 
zunachst nur eine Triibung ein und erst bei 1—2tagigem Stehen setzte sich ein 
fast farbloser, unter dem Mikroskop undeutlich krystallinisch erscheinender 
Niederschlag ab. Die Menge des Niederschlags war sehr gering (20 mg); da8 
in ihm Isobilianséure-7-monoxim vorlag, ergab sich aus der Prifung mit wenig 
Salpetersaéure (D. 1,4), es entstand fast sofort eine blaugriine Lésung, die, nach 
2 Minuten mit Wasser versetzt, eine hellblaue Fallung entstehen lieB, in der 
offenbar die 7-Nitroso-iso-desoxybiliensiure C,,H,,NO, zugegen war. Bei einer 
Wiederholung des Versuchs unter den gleichen Bedingungen wurde der Nieder- 
schlag, der sich nach 48 Stunden abgesetzt hatte, kurze Zeit mit 20°/,iger Salz- 





1) M. Schenck, Diese Z. 208, 79 (1931). 
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siure gekocht, die erkaltete Losung alkalisch gemacht und mit Fehlingscher 
Lésung gepriift: die alsbald einsetzende Reduktion zeigte das abgespaltene 
Hydroxylamin an. 

4, Verhalten der Nitrosaure VI gegen Salpetersdure. Wie friher mit- 
geteilt worden ist'), wandelt sich die hellblaue 7-Nitroso-iso-desoxybiliensaure, 
in 32,5°/,iger Salpetersiure suspendiert, bei 11/,stiindigem Erhitzen auf dem 
Dampfbad in eine farblose Substanz um, die nach dem Umkrystallisieren aus 
75°/,iger Essigsiure als Bilisoidansiure C,,H;,0, (Formel wie VI, aber an 
Stelle der Gruppe —CH,—C(NO,)=C< in Ring B die Gruppierung —CO— 
CO—CH<) erkannt wurde. Eine Probe der Nitrosdure VI, in 32,5°/,iger Sal- 
petersiure suspendiert, verhielt sich unter den gleichen Bedingungen ebenso 
wie die Nitrosoverbindung, nur war bei dem Nitrokérper naturgemaB eine 
Farbanderung nicht zu beobachten. DaB aber eine Umwandlung erfolgte, war 
schon daran zu erkennen, da sich nach dem Erhitzen der Stoff gut absetzte. 
Nach dem Umkrystallisieren aus 75°/,iger Essigséure resultierten Krystalle, 
die unter dem Mikroskop die Gestalt von reguléren oder etwas gestreckten 
Sechsecken zeigten und einem aus der Nitrososéure gewonnenen Praparat genau 
glichen. Auch der Zersetzungspunkt war derselbe und die Mischprobe ergab 
keine Depression. 


5. Verhalten der Nitrosaure VI gegen salpetrigeSaure (van Slyke). 
Wie oben erwahnt, geben die von I und II sich ableitenden Nitroverbindungen 
im van Slykeschen Versuch keinen bzw. nur eine éuBerst geringe Menge Stick- 
stoff. Es war zu erwarten, da8 auch die Nitroséure VI keinen oder nur sehr 
wenig Stickstoff liefern wiirde. Das ist in der Tat der Fall. Der Versuch wurde 
unter den gleichen Bedingungen angestellt, wie in der letzten Mitteilung?) 
beschrieben. Der nachstehend angegebene Wert bezieht sich auf feuchten 
Stickstoff, der blinde Wert ist bereits abgezogen. Beziiglich der prozentischen 
Berechnung des Stickstoffs vgl. oben. 


0,1278 g Subst.: 0,35 com N (20,5°, 758,7 mm). 
Gef. NS. 


6. Oxydationsversuche mit Isobilianséiure-oximlactam IV. Herstel- 
lung des Kérpers IV nach friiher gegebener Vorschrift*). 0,5g des Oximlactams 
wurden in 20 ccm 50°/,iger Schwefelséure gelést und die Lésung bei Raum- 
temperatur mit 65 mg feingepulvertem Kaliumpermanganat (entsprechend 
1 Atom Sauerstoff pro Molekiil C,,H,gN,0, + H,O) in kleinen Anteilen be- 
handelt. Es trat in kurzer Zeit (3 Minuten) Entfarbung des Permanganats 
und Blaufarbung der Lisung ein. Zusatz von Wasser (80 ccm) erzeugte eine 
hellblaue Fallung, die nach kurzem Stehen abgesaugt wurde. Die Reaktion 
des Filterriickstands mit Diphenylamin—Schwefelséure war deutlich positiv, es 
lag also ohne Zweifel in dem hellblauen Stoff eine Nitrosoverbindung vor, er 
lieB sich aber nicht ohne Zersetzung umkrystallisieren und schien nicht ganz 
_ einheitlich zu sein; auch schieden sich aus dem Filtrat von der hellblauen Fallung 
beim Stehen noch einige farblose Nadeldrusen ab, die wohl in der Hauptsache 
aus der Ketolactamtricarbonsaure C.,H,,NO, (Formel wie IV, aber an Stelle 





1) M. Schenck, Diese Z. 46, 77 (1935). 
2) M. Schenck u. J. Reschke, Diese Z. 268, 272 (1941). 
3) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 172, 167 (1927). 
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der NOH-Gruppe ein doppelt gebundenes Sauerstoffatom) bestanden. — Bej 
einem anderen Versuch liste man wieder 0,5 g Oximlactam in 20 ccm 50°/,iger 
Schwefelsaure, gab aber diesmal feingepulvertes Kaliumpermanganat im 
Uberschu8 hinzu, nach 5 Minuten wurde durch Natriumbisulfit entfarbt und 
die Lésung mit 80 ccm Wasser versetzt. Die entstandene farblose Fallung 
saugte man nach kurzem Stehen ab, sie gab mit Diphenylamin—Schwefelsaure | 
bei gewdhnlicher Temperatur eine schwache, beim gelinden Erwarmen eine 
starke Dunkelblaufarbung; in der farblosen Fallung war also sicher eine Nitro- 
verbindung zugegen, die sich aber bis jetzt noch nicht in krystallisiertem bzw. 
reinem Zustand hat gewinnen lassen. Auch hier schied das Filtrat von der 
Fallung beim Stehen farblose Nadeldrusen aus, die mit Diphenylamin—Schwefel- 
siure in der Kalte kaum, in der Warme sehr schwach reagierten, so daB auch 
diese Drusen wohl in der Hauptsache aus der oben erwadhnten Ketolactam- 
tricarbonséure C,,H,,NO, bestanden, der kleine Mengen der Nitroverbindung 


beigemischt waren. 














Fig.1. (x 60) Fig. 2. (x 60) 
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Zu Masaji Tomita und Shinogu Fukuda, 
,Uber die aus Pankreas isolierten Oxyaminosiiuren, 
welche eine Biuretreaktion zeigen.‘ (Seite 16) 
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Fig. 1 
A) Mit Alkohol gefilltes Glykokoll 
B) Aus essigsaurem Wasser krystallisiertes Glykokoll 





Fig. 2 
Obere Hilfte: Mit Alkohol gefilltes Glykokoll 
Untere Hilfte: Aus essigsaurem Wasser krystallisiertes Glykokoll 
Zu Masaji Tomita und Yoshinori Seiki, 
,lsomerie des Glykokolls.“ (Seite 22) 





Zu T. Iseki, H. Imamura und 8S. Motomura, 


Chemie des Ameiseneies.“ (Seite 25) 
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112 M.Schenck und J. Reschke, Zur Kenntnis der Gallensaéuren 


der NOH-Gruppe ein doppelt gebundenes Sauerstoffatom) bestanden. — Bei 
einem anderen Versuch léste man wieder 0,5 g Oximlactam in 20 ccm 50°/,iger 
Schwefelsiure, gab aber diesmal feingepulvertes Kaliumpermanganat im 
Uberschu8 hinzu, nach 5 Minuten wurde durch Natriumbisulfit entfarbt und 
die Lésung mit 80 ccm Wasser versetzt. Die entstandene farblose Fallung 
saugte man nach kurzem Stehen ab, sie gab mit Diphenylamin—Schwefelsaure 
bei gewéhnlicher Temperatur eine schwache, beim gelinden Erwarmen eine 
starke Dunkelblaufarbung; in der farblosen Fallung war also sicher eine Nitro- 
verbindung zugegen, die sich aber bis jetzt noch nicht in krystallisiertem bzw. 
reinem Zustand hat gewinnen lassen. Auch hier schied das Filtrat von der 
Fallung beim Stehen farblose Nadeldrusen aus, die mit Diphenylamin—Schwefel- 
siure in der Kalte kaum, in der Warme sehr schwach reagierten, so daB auch 
diese Drusen wohl in der Hauptsache aus der oben erwahnten Ketolactam- 
tricarbonsiure C,,H,;NO, bestanden, der kleine Mengen der Nitroverbindung 


beigemischt waren. 
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Fig.1. (x 60) Fig. 2. (x 60) 
Zu Masaji Tomita und Shinogu Fukuda, 
Uber die aus Pankreas isolierten Oxyaminosiiuren, 
welche eine Biuretreaktion zeigen.“ (Seite 16) 
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Fig. 1 
A) Mit Alkohol gefilltes Glykokoll 
B) Aus essigsaurem Wasser krystallisiertes Glykokoll 





Fig. 2 
Obere Hiilfte: Mit Alkohol gefilltes Glykokoll 
Untere Hiilfte: Aus essigsaurem Wasser krystallisiertes Glykokoll 
Zu Masaji Tomita und Yoshinori Seiki, 
,Isomerie des Glykokolls.“ (Seite 22) 





Zu T. Iseki, H. Imamura und S. Motomura, 
J Chemie des Ameiseneies.“ (Seite 25) 
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Ober Hippursdurebildung aus Glutamin — 
Von (0 rn 


F. Leuthardt 





(Aus dem Chemischen Laboratorium der Medizinischen Universititsklinik Ziirich) 
(Der Schriftieitung zugegangen am 30. Mai 1941) 








Die Bildung der Hippursiure im Tierkérper gibt uns haupt- 
sichlich zwei Fragen auf: Wie kommt die Synthese aus Benzoe- 
siure und Glykokoll zustande, trotzdem das Gleichgewicht zwischen 
den Komponenten fast vollstindig auf der Seite der Hydrolyse- 
produkte liegt und woher stammt das zur Synthese nétige Glykokoll? 

Hs gibt verschiedene Tatsachen, die eindeutig dafiir sprechen, 
daB Benzoesdiure und Glykokoll direkt zu Hippursiiure zusammen- 
treten kénnen. Verfiittert man mit Benzoesiure gleichzeitig Glykokoll, 
so wird in der Zeiteinheit mehr Hippursaéure ausgeschieden als 
mit Benzoesiure allein. Andere Aminosiuren zeigen diese Wirkung 
nicht [Griffith und Lewis})]. Bei Verfiitterung von Glykokoll, 
welches durch das Stickstoffisotop N*® markiert ist, findet sich 
ein Teil des Isotops in der ausgeschiedenen Hippursiure [Ritten- 
berg und Schénheimer?)]. Beim Schiitteln von Gewebschnitten 
aus Leber oder Niere mit Benzoesiure und Glykokoll wird in 
vitro Hippursaiure gebildet [Borsook und Dubnoff?)}. 

Es kann sich jedoch bei der Hippursauresynthese nicht um 
die einfache Umkehrung der hydrolytischen Spaltung durch das 
Ferment Hippuricase handeln. Borsook und Dubnoff*) haben 
die Anderung der freien Energie bei der Bildung der Hippursdure 
aus ihren Komponenten im gelésten Zustand berechnet. Sie ist 
positiv (4F = 2670 Cal bei 38%). Daraus folgt, da8 im Gleich- 
gewichtszustand die Hydrolyse praktisch vollstindig ist. Die Syn- 
these muB mit einer energieliefernden Reaktion gekoppelt sein 
und in der Tat zeigt der Versuch, daB sie nur bei intakter Zell- 
struktur erfolgt*). 

Bekanntlich kann bei Verfiitterung groBer Mengen Benzoesa&ure 
mehr Glykokoll (in Form der Hippursiure) ausgeschieden werden, 
als dem Tier in seinen Proteinen tiberhaupt zur Verfiigung steht; 
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es muB8 also aus irgendwelchen Vorstufen neu gebildet werden. 
Man kann ‘sich die Frage vorlegen, warum der Organismus gerade 
zum Glykokoll greift, das keineswegs zu den haufigsten Amino- 
siuren gehért und nur in speziellen Proteinen, die hauptsichlich 
mechanische Funktionen zu erfillen haben, in gréBerer Menge 
angetroffen wird. Wahrscheinlich beruht dies auf dem Umstand, 
daB das Glykokoll im Intermediirstoffwechsel eine ziemlich stabile 
Verbindung ist. S.J. Bach‘) hat gezeigt, daB es in vitro weder 
von der Leber noch von der Niere desaminiert wird. 

Die nachstehend beschriebenen Versuche wurden zu dem 
Zwecke unternommen, allfallige Vorstufen des Glykokolls bei der 
Hippursiuresynthese aufzufinden. Sie fiihrten zu dem Resultat, 
daB die Meerschweinchenleber aus Glutamin (und wahrscheinlich 
auch aus Serin) und Benzoesiure Hippursiure bilden kann. Es 
ist damit gezeigt, daB das Glutamin unter geeigneten Versuchs- 
bedingungen Glykokoll liefert. Dieselbe Reaktion findet sich auch 
beim Kaninchen, nicht aber bei der Ratte. 

Die Kuppelung von Benzoesiure mit Serin in der Ratten- 
leber wurde bereits von Borsook und Dubnoff*) bemerkt. Sie 
nehmen aber an, dab das Reaktionsprodukt nicht Hippurséure 
ist. Ebenso finden sie, daB sich Oxyprolin mit Benzoesiure ver- 
bindet. Diese Reaktion kann mit der hier verwendeten Methode, 
die auf der kolorimetrischen Bestimmung des Aminostickstoffes 
im hydrolysierten Reaktionsprodukt beruht, nicht erfaSt werden. 

AuBer den beiden genannten Aminosiuren reagieren auch 
Asparagin und Glutaminsiure mit der Benzoesiure, letztere aber 
viel langsamer als das Glutamin. Das Reaktionsprodckt wurde 
aber bei diesen Verbindungen noch nicht identifiziert. Wir 
beschreiben in dieser Arbeit nur die Versuche mit dem Glutamin 
ausfihrlich*). ! : 


Methoden 


Hippursaéurebestimmung. Die Ansatze werden nach Enteiweibung 
mit Metaphosphorsiure mit Ather extrahiert, der Riickstand des 
Atherextrakts mit Salzsiure hydrolysiert und nach Verjagen der 
Salzsiure im Vakuum der Aminostickstoff nach der Folin’schen 
Methode mit dem Stufenphotometer bestimmt. Die Methode ist 





*) Die vorliufige Mitteilung eines Teils des Resultates erfolgte in Schweiz. 
Med. Wschr. (Festschrift W. R. Hess) 71 Nr. 11 (1941) und Verh. Schweiz. 
Physiol. 1941, 
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also keineswegs spezifisch; sie erfaBt alle Verbindungen, die in 
den Ather tibergehen und bei der Hydrolyse freie Aminogruppen 
liefern. 

Die Durchfiihrung gestaltet sich folgendermaBen: Nach Ent 
fernen der Schnitte werden die Ansitze, deren Volumen in der 
Regel 5 com betragt, mit 0,5 ccm 10°/ iger Metaphosphorsiurelésung 
enteiweiBt. Vom Filtrat fihrt man einen aliquoten Teil (gewéhn- 
lich 4,5 com) in das ExtraktionsgefaB iiber und versetzt. mit 
0,2 com 1n-Schwefelsiure, Zur Extraktion beniitzen wir kleine 
Apparate vom Typus Kutscher-Steudel, Fassungsvermégen etwa 
6ccm. Das Extraktionsgefi8 wird durch flieBendes Wasser gekihlt, 
Extraktionsdauer 5 Stunden. Der Ather wird vom Extrakt ab- 
destilliert, der Riickstand mit 2 com konzentrierter Salzsiure und 
1 ccm Wasser versetzt und 2 Stunden am Drahtnetz bei kleiner 
Flamme unter RiickfluB gekocht. Die Salzsiure wird im Vakuum 
vollstindig verjagt, der trockene Riickstand in 10 ccm Wasser 
aufgenommen und zur Entfernung des Ammoniaks mit Natrium- 
permutit behandelt, Die Lésung wird durch ein kleines Filter 
dekantiert und ein aliquoter Teil zur Aminostickstoffbestimmung 
verwendet. 

Die Farbreaktion wurde nach der urspriinglichen Vorschrift 
von Folin®) durchgefiihrt. Endvolumen 20 ccm, Die Messung 
der Farbintensitit erfolgte mit dem Stufenphotometer von Zeiss, 
Filter $41. (Bei Verwendung dieses Filters stéren auch leichte 
Tribungen, Die Lésung muB daher vom Permutit vollstandig 
klar filtriert werden.) Schichtdicke gewéhnlich 10 mm, Man 
erhilt die Milligramm Amino-N in 20 ccm der Farblésung durch 


Multiplikation von E mit dem Faktor 0,104. Bei jeder Serie wird . 


als Kontrolle eine bekannte Glykokollésung mitgefiihrt. 

Man findet mit dieser Methode 80—90°/, zugesetzter Hippur- 
siure wieder. 

Die Kihlung der ExtraktionsgefaBe ist nétig, sobald man 
mit Zusitzen von Glutamin oder Glutaminsiure arbeitet, weil 
dieselben sonst etwas «-Pyrrolidoncarbonsaure bilden, die z. T. 
in den Ather itibergeht und nach der Hydrolyse als _,,falscher“ 
Amino-N in Erscheinung tritt. Nach Wilson und Cannan’) 


besteht bei p,, 1,5 das Gleichgewichtsgemisch aus der Glutamin- ~ 


siure und ihrem Anhydrid zu 46°/,, bei p, 1 immer noch 37°, 
aus dem Anhydrid und die Umsetzungsgeschwindigkeit ist geniigend 
groB, daB wihrend der Extraktionsdauer betrichtliche Mengen in 


den Ather tibergehen kinnen, 
8 * 
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Die Glutaminsaurebestimmung erfolgte nach der Methode 
yon P. P: Cohen”) [Oxydation der Siure mittels Chloramin (p-Toluol- 
sulfochloramid), + oy ab der dabei entstehenden Cyanpropion- 
siure zur Bernsteinsiure und manometrische Bestimmung derselben 
mittels Succinodehydrase]. Zur Bereitung des Fermentpraparates 
diente Schweineherz. Der Muskel wurde médglichst rasch nach 
der Entnahme in kleine Stiicke geschnitten und in Kaltemischung 
gefroren. Das Ferment halt sich so wihrend mehrerer Wochen. 


Nachweis und Bestimmung des Glykokolls als Nitranilat. Da 
es sich bei diesen Versuchen darum handelte, die Bildung des 
Glykokolls aus andern Aminosauren festzustellen, muBte zur Be- 
stimmung desselben eine miglichst spezifische Methode verwendet 
werden. Als solche bewahrte sich die von Towns®) angegebene 
Fallung des Glycins mit Nitranilsiure, in 80°/, Alkohol. Andere 
Basen diirfen nicht zugegen sein, da sie mitgefallt werden. Dagegen 
gibt keine andere Aminosiure eine schwerlésliche Verbindung. 

Das Glykokoll kann auf diesem Weg bis zu wenigen Milli- 
gramm herab anniliernd quantitativ erfaBt werden. Nach Hydro- 
lyse des Atherriickstandes mit konzentrierter Salzsiure wurde die 
Benzoesiure durch Ausschiitteln mit Ather entfernt. Die waBrige 
Lésung wird im Vakuum zur Trockne gebracht, der Riickstand 
in einem bekannten Volumen Wasser aufgenommen (gewohnl. 10ccm); 
davon dient ein aliquoter Teil zur Bestimmung des Aminostick- 
stoffes, eventuell auch der Glutaminsaure. Der Rest wird mit 
1 ccm kalt gesattigter Bariumhydroxydlésung versetzt (die Reaktion 
soll stark alkalisch gegen Phenolphtalein sein), in den Apparat 
von Parnas gefillt (wir beniitzen dazu ein Modell mit abnehm- 
barem Schliffkélbchen) und zur Entfernung des Ammoniaks im 
Vakuum so lange destilliert, bis etwa 30 com Wasser tibergegangen 
sind. Die Lésung wird jetzt hei® mit 1 ccm 1 n-Schwefelsiure 
gefallt, filtriert (Schleicher & Schiill, 602 eh) und 2 mal mit heiBem 
Wasser nachgewaschen. Das klare Filtrat (Volumen etwa 25 ccm) 
wird zuerst in einer Schale auf dem Wasserbad auf etwa 5 ccm 
eingeengt, dann durch ein kleines Filter in ein konisches Zentri- 
fugenglas gespiilt und im Wasserbad von etwa 80° unter Durch- 
saugen von Luft (Wattefilter) auf 0,5 ccm eingeengt. Man versetzt 
nun die Lésung mit 2,5 ccm absolutem Alkohol. Gewohnlich ent- 
steht nochmals eine Triibung, die durch ein ganz kleines Filter 
entfernt wird. Nachwaschen mit 0,5 ccm absolutem Alkohol. 
Zur Fallung werden 50 mg Nitranilsiure in 1,5 ccm absolutem 
Alkohol zugesetzt. Die Kristallisation des Nitranilats setzt meistens 
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sofort ein. Nach 12stiindigem Stehen auf Eis wird durch ein 
gewogenes Pregl-Filterstibchen tiber Asbest abgesogen und mit 
gewohnlichem Alkohol nachgewaschen. Trocknen bei nicht mehr 
als 100°. Kontrolluntersuchungen mit Glykokoll zeigten, daB 
unter den gewahlten Bedingungen etwa 1,5 mg Nitranilat in Lésung 
bleiben. 

Durchfiihrung der Versuche. Am besten eignen sich Meer- 
schweinchen von 200—300 g Gewicht, die vor dem Versuch 
wihrend mindestens 24 Stunden hungern. Ich habe éfters beob- 
achtet, daB die Organe nicht niichterner Tiere, oder solcher, die nur 
kurze Zeit ohne Nahrung gehalten wurden, hohe Leerwerte ergeben. 

Als Suspensionsfliissigkeit fiir die Schnitte diente die Lésung 
von Krebs und Henseleit®). Gesamtvolumen der Ansitze 5 ccm, 
wenn nur der Aminostickstoff bestimmt werden soll. Sie enthalten 
Schnitte von 30—50 mg Trockengewicht. Gasfiillung: 95°/, O, 
mit 5°/, CO,. Zum Nachweis des Glykolls wurden gréfere Ansatze 
mit 50 ccm Fliissigkeit und 500—700 mg Schnittgewicht (trocken) 
verwendet, da sonst die anfallenden Mengen Glykokoll zu klein sind. 

Die Schnitte wurden méglichst rasch hergestellt und 2 mal 
mit Salzlésung (ohne Bikarbonat) gewaschen. Dicke 0,2—0,4 mm. 


Wurden zum Versuch mehrere Organe verwendet, so wurde auf | 


gleichmaBige Verteilung der Schnitte auf alle Ansitze geachtet. 
Versuchsdauer meist 6 Stunden. Temperatur 38°. 


Versuchsergebnisse. 


In den Tabellen 1—8 sind die Ergebnisse einer Anzahl 
charakteristischer Versuche zusammengestellt. Die Menge der 
entstandenenen Benzoesiureverbindungen ist stets in Mikromol 
(10-®Mol)angegeben. Wenn nichts anderes angegeben, Konzentration 
der Benzoesiure 0,0025 m, der tibrigen Zusatze 0,01 m. 


Tabelle 1 
Meerschweinchen, Leber. Benzoesiure 0,0025 m, iibrige Zusiitze 0,01 m. 
Versuchsdauer 6 Stunden 

















Schnittgewicht} 4 3, — 

(trocken) 2 

mg Mol - 10 
Beumoesiare . . . .. 1. we 34,9 3,3 
Benzoesiiure + Glykokoll . . . 30,5 9,5 
‘Benzoesiure + Glutamin .. . 36,6 8,7 
Ee ee ee ara 7 35,5 2,2 
Kontrolle (ohne Zusiitze) 34,2 1,3 
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Tabelle 2 


Meerschweinchen, Leber und Niere. Benzoesiure 0,0025 m, 
iibrige Zusitze 0,01 m. Versuchsdauer 6 Stunden 








Schni ewicht , 
‘eork on Amino-N 
mg Mol - 10° 








Benzoesiure 

Benzoesiure + Glykokoll . . . 
Benzoesiure + Glutamin 
Kontrolle 


Benzoesiure 
Benzoesiure + Glutamin 








Tabelle 3 


Ratte, Leber und Niere.’ Benzoesiure 0,0025 m, iibrige Zusiitze 0,01 m. 
Versuchsdauer 6 Stunden 








Schnittgewicht} 4 ino-N 
(trocken) 
mg Mol bn 10* 








Benzoesiure 

Benzoesiiure + Glykokoll . . 
Benzoesiure + Glutamin 
Glutamin 


Benzoesiure 
Benzoesiure + Glutamin 


Niere und Leber 
Benzoesiure + Glutamin 








Tabelle 4 


Meerschweincheun, Leber. Benzoesiure 0,0025 m, iibrige Zusitze 0,01 m, 
d,1-Serin 0,02 m Versuchsdauer 6 Stunden 








Schnittgewicbt . 
(trocken) Amino-N 
mg Mol " 10° 








Benzoesiure 

Benzoesiiure + Glykokoll . . 
Glycylglycin . . 
Glutamin . 
d, 1-Serin 


90 90 bo 


* 








On Ow =1 0 


~ 


Glutamin ohne Sechnitte. .. . 
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Tabelle 5 ia 
Meerschweinchen, Leber. Benzoesiure 0,0025m, iibrige Zusiitze 0,01 m. “is 
Versuchsdauer 6 Stunden 























































Schnittgewicht} Amino-N 
(rocken) =} Mol-10° 
mg 
WN 6 SES 47,6 3,8 
Benzoesiure + Glykokoll . . . 52,5 9,0 
Benzoesiure + Prolin. .... 60,9 5,0 
Benzoesiure + Oxyprolin .. . 47,4 4,3 
Tabelle 6 
a a ii ki a 36,0 2,2 
Benzoesiiure + Glykokoll . . . 40,1 6,4 
Benzoesiure + Glutamin ... 39,9 7,4 
Benzoesiure + Asparagin .. . 40,4 5,3 
pases 2 Pye aS Pie 31,2 0,9 
sp aS ke ge 35,3 0,6 
Koutrolle Beg ok, ee 37,5 0,6 
Tabelle 7 
Memmeee a kk 6 BS 33,1 2,9 
Benzoesiure + Glykokoll .. . 41,1 8,0 
Benzoesiure + Glutamin ... 37,5 7,0 
Benzoesiure + Glutaminsiure . 34,8 4,9 
aos aS eR 42,4 0,9 
Gloutaminefure ..°.. 5... 32,0 0,9 
eg ea kw atte 36,4 1,2 
Tabelle 8 


Ammoniakbestimmung in den hydrolysierten Atherextrakten. 
Meerschweinchen. Versuch I—III: Leber, Versuch IV: Niere. 
Bedingungen wie bei den iibrigen Versuchen. 





























d,l-Serin (Tab. 4), 1(+-)-Glutaminsaure (Tab. 7), Glycylglycin (Tab. 4); 
nach Borsook und Dubnoff*) auch Oxyprolin. 


Mol NH, -10° 

I II Iil IV 

Bomecem on 6 oe ows 3,5 4,2 3,1 2,6 

Benzoesiiure + Glykokoll . . . 2,0 4,0 4,7 = 

Benzoesiure + Glutamin .. . 2,7 4,4 4,2 3,1 yy 

Ne 2,3 —- — ate ent 
Ohne Dee ok we 1,7 1,8 3,6 = Hy 
: ie a 
Kuppelung verschiedener Aminosiuren. Folgende Verbindungen ee 
kuppeln mit Benzoesiure: Glykokoll, Glutamin, Asparagin (Tab. 6), a 4 
sa 
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ca 

%, Die gréBte Ausbeute liefert Glykokoll; Glutamin und Serin 
z: stehen ihm wenig nach, dagegen ist die Ausbeute mit Glutamin- 
1 siure wesentlich geringer. Die Synthese erfolgt in der Leber und 
ce in der Niere. 
e In der Leber oder Niere der Ratte 14Bt sich keine Reaktion 


des Glutamins mit der Benzoesaure feststellen. Borsook und 
Dubnoff fanden, daB bei Gegenwart von Glutaminsiure die 
Hippursauresynthese aus Glykokoll gehemmt ist. Die Dicarbon- 
siure reagiert daher auch bei der Ratte in irgendeiner Weise 
mit dem Fermentsystem. Man erhalt stets eine gewisse Hippur- 
siurebildung, wenn man Schnitte ohne Zusatz anderer Verbin- 
dungen mit Benzoesiure schiittelt. Dieser Leerwert ist in der 
Regel beim Meerschweinchen gréBer als bei der Ratte. 


Das Reaktionsprodukt des Glutamins. Die Verbindung, die 
aus dem Glutamin und der Benzoesaure entsteht, liefert bei saurer 
Hydrolyse Glykokoll. Es handelt sich also um Hippursaure. 

Thierfelder und Sherwin’) haben aus dem Harn des 
Menschen nach Eingabe von Phenylessigsiure das Phenylacetyl- 
glutamin CONH,-:CH,-CH,-HCNH (COCH,C,H,)-COOH isoliert. 
Man hatte daher erwarten kénnen, daB aus der Benzoesiure das 
homologe Derivat N-Benzoylglutamin entsteht. Bestimmt man 
aber das Ammoniak, das bei der Saurehydrolyse des Atherlis- 
lichen Reaktionsproduktes frei wird, so findet man in den An- 
sitzen mit Glutamin nicht mehr NH, als in den iibrigen (Tab. 8). 
Ks ist also kein Siureamid extrahiert worden. 

Die Bestimmung der Glutaminsiure im Reaktionsprodukt 
nach der Methode von Cohen ergibt ferner, wie das folgende 
Versuchsprotokoll zeigt, daB nur ein kleiner Teil des gesamten 
Aminostickstoffs der Glutaminsiure angehért. Ein Teil der Glut- 
aminsiure ist auBerdem als Pyrrolidoncarbonsiure extrahiert 
worden (vgl. S. 115). 

Die Riickstinde der Atherextrakte aus 8 Ansitzen, die in 
50ccm je 25mg Benzoesiure und 80mg Glutamin enthielten 
(Gesamtgewicht der Schnitte 2,72 ¢ trocken) wurden vereinigt, mit 
Salzsiure hydrolysiert, die Salzsiure im Vakuum verjagt, der Riick- 
stand im Wasser gelést und auf 25 ccm aufgefillt. In 2ccm wurde 
die Glutaminsiure bestimmt. Gef. 0,637 mg, 0,614mg (Doppel- 
bestimmung). Der ganze Ansatz enthalt somit 7,81 mg oder 
0,053 Millimol Glutaminsiure, wahrend die colorimetrische Be- 
stimmung 0,306 Millimol Aminostickstoff ergibt. Andere Versuche 
gaben ein ahnliches Verhiltnis. 
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Aus diesen Befunden geht hervor, daB nur ein kleiner Teil 
des Reaktionsproduktes aus Benzoylglutamin oder -glutaminsiure 
bestehen kann. Dagegen laBt sich aus den Hydrolysenprodukten 
in fast quantitativer Ausbeute Glykokoll als Nitranilat isolieren. 
Als Beispiel diene folgendes Versuchsprotokoll. 


Ansitze: A. 50 ccm Bicarbonat-Salzgemisch mit Glucose, 25 mg Benzoe- 
siure, mit 11mg Na,CO, neutralisiert, 80 mg Glutamin. Schnitte aus Meer- 
schweinchenleber, Trockengewicht 0,804 g. B. wie Ansatz A., aber ohne 
Glutamin, Trockengewicht der Schnitte 0,736 g. Gafillung: Sauerstoff mit 
5%, CO,. 5 Stunden bei 38° geschiittelt. Enteiweibung mit 10 cem 
10°/,iger Metaphosphorsiiurelésung. Filtrat auf etwa 25 cem im Vakuum ein- 
geengt, mit 1,25 eem 10°/,iger Schwefelsdure versetzt, leichte Triibung durch 
hartes Filter entfernt, 16 Stunden unter Kiihlung des ReaktionsgefaBes im 
Kutscher-Steudelapparat mit Ather extrahiert. Ather abdestilliert, Riick- 
stand 2 Stunden mit konzentrierter HCl hydrolysiert und wie oben beschrieben 
auf Glykokoll weiter verarbeitet. 














ae Glykokoll Glykokoll 
piiranilat gravimetr. | aus Amino-N ber. 
A 18,6 mg 8,40 mg 9,94 mg 
B 8,6 mg 3,44 mg 5,00 mg 











- ZurIdentifizierung des Glykolls wurde aus dem Nitranilat die $-Naphtalin- 
sulfonsiureverbindung nach E. Fischer und Bergell?’) dargestellt. 27,5 mg 
Nitranilat wurden in Wasser gelést und die Nitranilsiure durch Zusatz von 
0,4 cem 1n-BaCl, gefillt. Aus dem Filtrat wurde das Barium durch Zusatz 
von 25 mg wasserfreiem Natriumsulfat gefallt und das Filtrat auf etwa 0,5 ccm 
eingeengt. Es wurde mit 0,15 ccm 1n-NaOH alkalisch gemacht und mit 
100 mg f-Naphtalinsulfochlorid in Ather auf der Maschine geschiittelt. In 
Abstinden von 11/, Stunden wurden noch 2mal 0,07 com NaOH zugesetzt 
und insgesamt 5 Stunden geschiittelt. Nach Abtrennen des Athers wurde 
die waBrige Lésung filtriert und mit 1 Tr. konz. Salzsiiure angesiuert. Das 
Reaktionsprodukt fiel sofort in Form feinster Nadeln aus und wurde 2 mal 
aus heiBem Wasser umkrystallisiert. Schmelzpunkt nach Sintern ab etwa 
151° bei 158,5°. Keine Depression mit 6-Naphtalinsulfoglycin. 

In einem andern Versuch wurde aus dem erhaltenen Glykokollnitranilat 
das Bariumsalz der Nitranilsiure dargestellt: 32,7 mg Substanz in 4 ccm Wasser 
gelést. Kleiner Rest bleibt ungelést. Die Lésung wird daher durch ein 
gewogenes Pregl-Filterstibchen iiber Asbest abgesaugt und das Filter gut 
mit Wasser nachgewaschen. Gewicht des Ungeldésten 1,3 mg. Aus den 
vereinigten Filtraten wird die Nitranilsiure mit 0,4 cem 1 n-BaCl, gefiallt. 
Nach 3 Stunden wird das Bariumsalz im Pregl-Filterréhrchen iiber Asbest 
abgesaugt, mit Alkohol nachgewaschen und bei 105° getrocknet. Ausbeute 
30,8 mg Bariumsalz. Aus 31,4 mg Glykokollnitranilat ber. 30,5 mg. Das 
Nitranilat enthalt also au8er Glykokoll keine andere Aminosiure. 


In gleicher Weise wurde auch beim Schiitteln von d,1-Serin 
und Benzoesiure mit Schnitten aus Meerschweinchenleber aus 
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dem Atherextrakt ein Nitranilat erhalten, das sehr wahrscheinlich 
ebenfalls Glykokollnitranilat ist. Es wurde aber mangels Materials 
bisher nicht genauer untersucht. Wie schon erwahnt, haben 
Borsook und Dubnoff*) in der Rattenleber ebenfalls eine 
Kuppelung mit Serin gefunden. Sie geben aber an: ,,Wir sind 
sicher, daB das gebildete Produkt nicht Hippursdure ist“, ohne 
genauere Angaben zu machen, auf welche Beobachtungen sich 
ihre Behauptung griindet. Ich méchte die Frage bis zur endgiiltigen 
Bestitigung des obigen Befundes offen lassen. 

Die vorstehend beschriebenen Versuche beweisen, daB in der 
Meerschweinchenleber Glutamin in Glykokoll tibergehen kann. 
Die Annahme, daB das Glykokoll durch eine Umaminierung ent- 
steht, ist wenig wahrscheinlich; jedenfalls ergeben sich aus den 
bisherigen Versuchen keine Anhaltspunkte dafiir. Wir nehmen 
daher an, daB es durch Verkiirzung der Kohlenstoffkette des 
Glutamins gebildet wird. 

Uber den Reaktionsmechanismus kann man zuniachst nur 
Vermutungen duBern. Es liegt nahe, hier die Versuche von 
Knoop und Mitarbeitern™) iiber den Abbau der Oxyaminosiuren 
zum Vergleich heranzuziehen. Die «-Amino-f-oxy-d-phenylvalerian- 
siure geht bei Verfiitterung an den Hund in Benzoesiure iiber. 
Knoop nimmt an, daB zuniachst oxydativ Glykokoll abgespalten 
wird, wobei Phenylpropionsaiure entsteht, die dann gem&B dem 
Gesetz der #-Oxydation weiter zu Benzoesiiure abgebaut wird. 
Wenn man annimmt, daB bei unseren Versuchen das Glutamin 
zuerst zum §-Oxyglutamin oxydiert wird,so ist nach dem K noopschen 
Abbauschema die Entstehung des Glykokolls verstaindlich. Ich habe 
die synthestische #-Oxyglutaminsiure [bereitet nach Harington 
und Randall!’)] gepriift, und gefunden, daB sie nicht nachweisbar 
mit Benzoeséure kuppelt. Der Versuch spricht trotzdem nicht 
unbedingt gegen den Abbau itiber die £-Oxysaure, denn die Glutamin- 
siure selbst reagiert ebenfalls schlecht (man miiBte das unbekannte 
f-Oxyglutamin priifen) und auBerdem konnte der Versuch nur 
mit der inaktiven synthetischen Saiure durchgefiihrt werden. Be- 
stitigt sich die Entstehung des Glykokolls aus dem Serin, so ist 
dies ein Beispiel fiir den Abbau von #-Oxyaminosauren im an- 
gegebenen. Sinne. Knoop und Oesterlin?%) haben schon friher 
die Méglichkeit der Entstehung von Glykokoll aus der Glutamin- 
siure diskutiert wobei sie annahmen, da8 zunichst Aminomalon- 
siure und daraus durch Abspaltung von Kohlendioxyd Glykokoll 
entsteht. Allerdings konnte bei Verfitterung von N-Methylglutamin- 
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siure das erwartete Sarkosin nicht gefaBt werden. Es wird wahr- 
scheinlich in dem Mafe wie es entsteht weiter abgebaut, trotzdem 
es sich bei direkter Verfiitterung als relativ stabil erweist [neuer- 
dings haben Handler, Bernheim und Klein in der Leber ein 
Ferment gefunden, das Sarkosin oxydativ demethyliert, wobei 
Glykokoll und Formaldehyd gebildet wird}’)}, Knoop?%) nimmt 
auch bei dem von ihm beobachteten Abbau des Phenylserins zur 
Benzoesaure die Abspaltung von Glykokoll an. 

In unsern Versuchen ist das Glykokoll zum erstenmal tat- 
sichlich erfaBt worden. 

Weiter stellt sich die Frage, ob das freie Glutamin abgebaut 
und das entstehende Glykokoll durch die Benzoesiure abgefangen 
wird, oder ob zunachst das Glutamin benzoyliert wird. Da 
Benzoylglutamin bisher nicht zuginglich ist, habe ich das Ver- 
halten der homologen Verbindung, Phenylacetylglutamin (aus 
menschlichem Urin nach Einnahme von Phenylessigsiure dar- 
gestellt) beim Schiitteln mit Schnitten aus Meerschweinchenleber 
untersucht. Im Atherextrakt lieB sich Glykokoll nicht in merk- 
licher Menge nachweisen. Auch eine nennenswerte Harnstoff- 
bildung findet nicht statt, trotzdem Glutamin neben dem Ammoniak 
der beste Harnstoffbildner ist [Leuthardt}‘)]. Dieser Versuch 
mit der homologen Verbindung ist natiirlich nicht entscheidend. 
Er spricht aber eher gegen die zweite Méglichkeit. Wir wissen 
auch, daB N-benzoylierte Aminosiéuren schwer angreifbar sind 
und den Tierkérper gré8tenteils unverandert passieren. [Magnus- 
Levy*)]; auch o-Nitrobenzoylglutaminséure wird unverandert 
ausgeschieden [Knoop und Oesterlin”)], ebenso N-Methyl- 
benzolsulfonyl-glutaminsiure [Flaschentrager et al.’)] Kin 
Abbau des benzoylierten Glutamins wire also etwas durchaus 
Ungewéhnliches. 

Wir wissen noch nicht, ob das Glutamin als Vorstufe des 
Glykokolls bei der Hippursiiuresynthese eine allgemeinere Bedeutung 
hat, oder ob beim Meerschweinchen ein besonderer Fall vorliegt. 
Dazu miBte erst festgestellt werden, ob andere Tierarten den 
Abbau des Glutamins zum Glykokoll tatsichlich nicht durchfihren 
kénnen oder ob er sich aus irgendwelchem Grund unter unsern 
Versuchsbedingungen nicht erfassen laBt. 

Wir kénnen vielleicht die Kuppelung der Phenylessigsiure 
an das Glutamin im Kérper des Menschen als einen Hinweis 
dafiir ansehen, das das Glutamin auch hier fir die Hippursdure- 
synthese herangezogen wird, denn es ist wenig wahrscheinlich, 
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daB die beiden homologen Saéuren nach einem ganz verschiedenen 
Mechanismus reagieren. Die Bildung des Phenylacetylglutamins 
kénnte dann als eine vorzeitige Fixierung der Glykokollvorstufe 
aufgefaBt werden, die damit zu weiterem Abbau ungeeignet und 
ausgeschieden wird. Da die Glutaminsaure zu den verbreitetsten 
Aminosiuren gehért, erscheint sie auch aus diesem Grunde als 


Vorstufe des Glykokolls sehr geeignet. 
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Einflu8 von Hormonpriparaten 
auf den Brenztraubensaure-Gehalt des Blutes 
und die Geschwulstentwicklung bei sarkomtragenden Ratten 
Von \ 


Hans von Euler, Inez Siberg und Beth von Euler 





(Aus dem Vitamin-Institut der Universitat Stockholm) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Juni 1941) 








In vorhergehenden Mitteilungen wurden die Wirkungen einiger 
funktioneller Sexualhormone auf den Brenztraubensiure (BTS)- 
Gehalt des Blutes von sarkomtragenden Ratten besprochen. Gleich- 
zeitig wurden diese Hormonwirkungen an kastrierten und virginellen 
Ratten studiert. An folgende Ergebnisse sei erinnert: 

In Jensen-Sarkomen tragenden mannlichen Ratten, in welchen 
der BTS-Gehalt des Blutes 3—4mal héher ist als in normalen 
Ratten gleichen Alters und Geschlechts}), ging in mehreren Fallen 
der BTS-Gehalt etwa 10 Tage, nachdem das Sarkom durch 
Operation’) vollstandig entfernt war, auf denjenigen gesunder 
Tiere zuriick. | 

Durch Injektion von 100y bzw. 507 Ostron nahm in 
Jensen-Sarkom tragenden minnlichen Ratten der BT'S-Wert in 
2 Tagen auf etwa die Hilfte ab. Hinen etwa gleich groBen Effekt 
hatte Testosteron-Propionat (Perandren) in Dosen von 500y auf 
das Blut mannlicher Sarkomratten’). Ein weiterer Versuch mit 
2507 Testosteron-Propionat intramuskular injiziert, ergab an 
einer mannlichen Sarkomratte 21 Stunden nach der Injektion 
15,57 BTS/ccm Blut. Auch an normalen weiblichen, im Ostrus 
befindlichen Ratten tritt nach der Injektion von 2507 Testosteron- 
Propionat nach 8—24 Stunden eine BTS-Abnahme im Blut ein. 

Bei Androsteron, Androstendion und Androstendiol‘) ist 
nicht nur der Grad, sondern auch der Sinn der BTS-Wirkung 





') H. v. Euler u. B. Hi gberg, Sv. Vet. Akad. Ark. Kemi 13B, 16 (1939). 
*) C. v. Euler u. H. vy. Euler, Sv. Vet. Akad. Ark. Kemi 14 B, 36 (1941); 
vgl. hierzu Herken u. Barei, Arch. f. exper. Path. 190, 188 (1938). 
‘) H. v. Euler, I. Siberg u. B. Higberg, Diese Z. 268, 171 (1941). 
‘) H.v. Euler, L Saberg u. B. Hégberg, Diese Z. 268, 235 (1941). 
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(Erhéhung bzw. Senkung) von der GréBe der Dose abhingig. Ins- 
besondere hat sich bei der Injektion von 2507 Androstendio} 
(Butenandt) ein deutliches Maximum der Wirkung (Minimum des 
BTS-Wertes) ergeben. Eine kiirzlich vorgenomme Wiederholung 
des a.a.O. mitgeteilten Versuches bestatigte die friiheren Resultate. 

D-avitaminotische Ratten (42 Tage D-frei rachitogen ernihrt) 
wurden ebenfalls mit der gleichen Dose Androstendiol (250) 
injiziert. Nach 41 Stunden Inkubationszeit sank ihr Blut-BTS- 
Wert von 28y auf 10,57. 

Gleichzeitig mit dem Ostron wurde, im AnschluB an andere Ver- 
suche, 4,4’-Dioxy-e’,#-didtyl-stilben (Ostromenin Merck, Cyren, I.G.) 
auf BTS-Wirkung gepriift. Bekanntlich haben Dodds und Mit- 
arbeiter!) durch Diphenylderivate und Diphenylaithanderivate 
sowie Stilbene, besonders 4,4’-Dioxy-diathyl-stilben im Tierversuch 
dstrus-auslésende Wirkungen erzielt*). GroBe Dosen (1 mg) syn- 
thetischer éstrogen wirkender Stilbodstrole hat kirzlich v. Pallos 4 
hiasichtlich ihrer Einwirkung auf die Geschlechtsorgane und die 
innersekretorischen Driisen untersucht; die Wirkung war ganz 
ihnlich derjenigen groBer Ostrondosen. 


I. Einflu8 der Graviditat auf die Entwicklung des Jensen-Sarkoms 


Einige Versuche iiber den EinfluB der Schwangerschaft auf 
die BTS-Konzentration des Blutes haben wir schon friher an- 
gegeben‘), Nach “denselben nimmt der BTS-Gehalt mit fort- 
schreitender Graviditat zu. Diese Versuche sollen noch hinsicht- 
lich des Kohlenhydratumsatzes erweitert werden. Durch die im 
folgenden mitzuteilenden Versuche haben wir den EinfluB der 
Graviditat auf die Sarkom-Entwicklung am gleichen Rattenstamm 
kennenlernen wollen, an welchem friiher die BTS-Bestimmungen 
angestellt worden waren. Die Resultate unserer Untersuchungen 
geben wir in folgenden Tabellen an. 

Hierzu ist zunichst zu bemerken, daB simtliche Ratten 
(auBer Ratte 28. IV.) in der zweiten Woche der Graviditaét mit 
Sarkom geimpft wurden. Mit eimer Ausnahme (13. V.) war die Ent- 
wicklungshemmung durch die Graviditit sehr erheblich, Spiter 
hért die Hemmung mehr oder weniger vollstiindig auf. 





1) Nature 141, 247 (1938). 

*) Vgl. auch Kreitmaier u. Sieckmann, Klin, Wsch. 19, 474 (1940). 
®) Arch. Gynak. 170, 355 (1940, 

*) Diese Z. 268, 235 (1941). 
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Tabelle 1 
Impfung gravider Ratten 
~ © |Geimpft|Unters.| Alter | Gewicht 7: 
FS 5 = rg Paar der Ge- in Peiaik BTS He RD S 
'-¢4-4 | erfolgr. [nach d.|schwulst | Geschw. itssttinn — ie: 
‘@ |Paarung| Wurf | Tage g . 2 bo 
5. 1V. 9 26 — — Geschwulst | 38,0 2 
zuriickgeb, 
11.VI.}| 10 31 — —  |Geschw.wihrend| — — 
3*/, Wochen lang- 
sam gewachsen, 
dann zuriickgeb. 
Erneute Impf. 
negativ 
13. V 10 31 42 35 Geschw. gleich- | 46,0} — 
miBig gewachsen, 
halb nekrotisch 
5. VI. 11 38 48 51 Geschw.wihrend| 47,0 20 
25 Tg. weniger, 
dann schneller 
als normal ge- 
wachs. */, nekrot. 
15, V. 13 1 9 0,5 Sehr geringe | 20,5 2 
Entwicklung 
15. V. 13 34 42 23,5 |Geschwulst nach | 25,0 11 
3 Woch. etwa3¢g | 
17.V. 14 4 11 1,0 |Geschwulst ohne} 16,5 4 
Nekrose 
21.V. 14 8 15 4,0 |Langsame Entw.| 21,0] — 
27, V. 14 14 21 1,5 | Geschwulst die | 18 1 
letzten 4 Tage 
nicht gewaschen 
28. IV. 16 21 27 12 Geschwulst ge- | 24.5 7 
schrumpft 








Die Sarkome unbehandelter, nicht gravider Ratten wiegen nach 
25 Tagen im Mittel 30 g. 


Dies steht in Ubereinstimmung mit Resultaten von Frank 
und Smith), welche fanden, daB wahrend der Schwangerschaft 
das Tumorwachstum verlangsamt ist, nach beendigter Schwanger- 
schaft aber wieder zunimmt, sowie mit den Erfahrungen zahlreicher 
anderer Forscher, unter welchen hier Graff, Fichera, Uhlen- 
huth und Baroni erwihnt seien. Besonders ist hier auf eine 
Arbeit von Baatz?) hinzuweisen, welcher beim Adenokarzinom 


1) Am J. obstetr. 34, 616 (1937). 





2) Z. Geburtsh, 118, 124 (1938). 
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der Maus (Ehrlich) bei der Impfung im zweiten und dritten Drittel 
der Schwangerschaft eine Entwicklungshemmung fand. 

An den Wiirfen der geimpften, untersuchten Tiere haben wir 
keine auffallenden Anomalien bemerkt. 

Entsprechend der geringen Tumorentwicklung bei den Ratten 
der Tab. 1 waren in der Regel die BTS-Werte nur gering. 


Tabelle 2 


Paarung Sarkom-geimpfter Ratten 








Gepaart Tage 


Untersucht | Alter der Gewicht BTS y/cem 
nach Impfung - 


Tage nach | Geschwulst | der Geschwulst 
g 


10 37,5 28,0 
10 41,5 25,0 
4—6 Etwa normal ge- 55,0 
wachsen 
40 Am Tage d. Paarung 25,0 
zirka 12 Eebild ganz 








zuriickgebildet 














In einer vorhergehenden Mitteilung*) wurden 2 Fille erwihnt, 
wo in Sarkomratten, die nach der Impfung gravid wurden, die Sarkome 
sich stark entwickelt haben. Diese Versuche sind nebst 2 anderen 
in der vorhergehenden Tabelle aufgenommen. Von den erwihnten 
4 Versuchen zeigen 3, daB keine Hemmung der Geschwulst deut- 
lich wird, wenn geimpfte Ratten gepaart werden. Beziiglich des 
in der Tabelle aufgenommenen 4. Falles, bei welchem eine Riick- 
bildung des Sarkoms bald nach der Paarung eintrat, ist zu be- 
merken, daB die Sarkomentwicklung schon vor der Paarung sehr 
schwach war. Unsere Resultate kénnen in Beziehung gesetzt 
werden zu den Ergebnissen von Baatz, welcher a.a.O. 8S. 159 
angibt, daB bei bereits vorhandenem Tumor in allen Phasen der 
Schwangerschaft ein Tumorwachstum festzustellen ist. 


Man kann annehmen, daB der unzweifelhaft bestehende tumor- 
hemmende Einflu8 der fortgeschrittenen Schwangerschaft mit der 
Ausschiittung von Hormonen in Zusammenhang zu setzen ist, und 
daB es sich hierbei in erster Linie um die Prolan-Einwirkung 
handelt. Zondek?) hat zwar angegeben, da8 er im Harn trachtiger 





 C. v. Euler u. H. v. Euler, Sy. Vet. Akad. Archiv Kemi 14B, 
36 (1941). 
*) B. Zondek, Monographie, 2 Aufl. S. 355, 363. 
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Ratten, sowie anderer untersuchter Saiugetiere auBer Mensch und 
Affe, Prolan nicht hat nachweisen kénnen. Auch fielen seine 
Versuche, erhéhte Prolanmengen im Blut von trachtigen Ratten 
nachzuweisen, negativ aus. Man kann aber annehmen, da8 das 
eventuell von Hypophysenvorderlappen ausgeschiittete Prolan 
in gewissen Organen gespeichert wird, und bei Tumor-tragenden 
Tieren auch im Tumor. 

Ob in diesem Zusammenhang die Corpus luteum-Bildung 
eine Rolle spielt oder nicht, miissen weitere Versuche zeigen. 


Tabelle 3 
Muttertiere mit Prolan behandelt 














Geimpft | S| , , Pee g [ES 
Be- |n.erfolg-/4 = 1 ‘si Inkub.-|3 133 Bemerkung | 5, ope 
zeich-| reicher | gd] 4)... | Zeit in| y 2 Ia & tiber die 2 Sn 
nung | Paarung Sel ie, Std. = E 2| Geschwiilste mre “jr 
Tage [5 2 glee = |s2 
10. VI. 4 18 75 17 35 | 22,5] Geschw. wichst| 21,5] 57/, 
Rv 17 Tg. langsam, 
dann normal. 
1/, nekrot.' 
10.VI.j 13 27 75 17 | 35 |17,5]| Geschw. wichst| 20,7] 51/, 
RhKvy 3 Woch. langsam, 


dann norm. Fest, 
wenig nekrotisch 
” VI. 17 10 75 17 14 | 5,0] Keine Nekr. [19,5] 3 
IV 
10. VI. 19 12 75 17 14 | 5,0] Geschw. wichst}14,5] 4 
CIV am letzten Tage 
besond. schnell 


7. VI. 20 9 | 100 17 11 | 1,0]Geschwulst fest,) 17,5} 4 
ohne Nekrosen 


16. VI. 8 28 175+75|6bzw.3} 41 | 43,0] Geschw. wiichst| 37,5] 11/, 
svE Tage stetig v. Tag des 
Wurfes ab, nach 
Inj. langsamer 
IG. VLE 31 |75+75/5 bzw.3} 56 | 38,5 | Geschw. wichst | 20,0 | 21 
vKv stetig, etwa vom 
Tg. d. Wurfes ab 








12. VI. 4 19 75 4 44 |58,0] Geschw. wiichst | 37,5] 3 
stetig u. normal. 
'Von Nekr. durch- 
webt, sonst fest 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 270 9 
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In Tab. 3 haben wir weiteres Versuchsmaterial zusammen- 
gestellt, bei welchem gravide Ratten mit Jensensarkom  geimpft 
waren. Bei diesen Versuchen wurde den Tieren vor der Tétung 
— in der Mehrzahl der Falle etwa einen Tag vorher — -Prolan 
injiziert. Die diesbeziigliche Versuchsreihe wird schon hier an- 
gefiihrt, weil die Sarkomhemmung in den beiden letzten Dritteln 
der Schwangerschaft deutlich zum Ausdruck kommt. Der EinfluB 
der Prolan-Injektionen wird in Zusammenhang mit unseren tibrigen 
diesbeziiglichen Versuchen (Tab. 4 und 5) diskutiert. 


ll. Einwirkung von Prolan und von Hypophysenpraparaten 
auf die Entwicklung des Jensen-Sarkoms. 


Prolan, das gonadotrope Hormon des Hypophysenvorderlappens 
wird nunmehr iiberwiegend aus Schwangerenharn dargestellt. Wir 
haben zu unseren Versuchen im wesentlichen 3 verschiedene 
Praparate verwendet: 1. das standardisierte Prolan ,,Bayer* aus 
Schwangerenharn’); 2. ein stirkeres Harnprolan-Priparat, welches 
wir der Freundlichkeit von Herrn Prof. Dr. H. Hérlein, LG. 
Farbenindustrie A.G. verdanken; 3. Preloban ,,Bayer“, ein aus 
Hypophyse dargestelltes Praparat. 

Die Wirkung des Prolans und der Praiparate aus Hypophysen- 
vorderlappen auf krebskranke Individuen ist von mehreren Forschern 
mit wechselnden Ergebnissen studiert worden; es wurden teils tumor- 
férdernde, teils tumorhemmende Effekte gefunden. H. u. B. Zondek 
und Hartoch?’) sowie Reiss beobachteten an weiben Miausen 
eine Hemmung der Tumorwirkung nach Injektion von verhiltnis- 
miBig groBen Prolanmengen (enthaltend Prolan A und B, Reifungs- 
und Luteinisierungshormon). J. B. Murphy und Sturm’) kamen 
an Mausecarcinom zu einer Bestitigung der Hemmungswirkung 
des Prolans, ebenso Krehbiel und Mitarbeiter*). An mensch- 
lichen Tumortrigern fanden Kriesch und v. Kolemann') sowie 
Stéckel*) hemmende Einfliisse. Dagegen tritt nach Engel’) mit 





’) Die verwendeten Prolan-Priparate trugen die Bezeichnung: ,,Stan- 
dardisiertes Hypophysen-Vorderlappenhormon" bzw. ,,Standardisiertes placen- 
tires Gonadotropin“. 

*) H. u. B. Zondek u. Hartoch, Klin. Wschr. 11, 1785 (1932). 

8) Murphy u. Sturm, J. exper. Med. 60, 293, 305 (1934). 

*) Krehbiel, Cushman, Haagenesen u. Platenga, A. J. cane. 
21, 346 (1934). 

5) Krisch u. vy. Kolemann, Zbl. Gynik. 58, III, 2370 (1934). 
®) Stéckel, Z. Krebsforsch. 41, 292 (1934). 

) Engel, Z. Krebsforsch. 41, 281 u. 488 (1934/35). 
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HVGH eine Férderung des Wachstums von Impftumoren ein. 
Krebsférdernde Wirkungen durch Prolan beobachteten ferner 


Yano [Acta derm. Tokio 22 (1923)], Julius [Acta brev. neerl.. 


physiol. 4 (1934)] und Zeldenrost ebenda 4 (1935). In neuerer 
Zeit erhielt Baatz*) an Miausecarcinomen Wachstumsférderung. 

Fiir die Verschiedenheit dieser Ergebnisse sind bisher noch 
keine befriedigenden Erklarungen gegeben worden; man kann sie 
gunaichst darauf zuriickfitihren, daB die genannten Forscher oft 
sehr ungleiche Stadien der Tumorentwicklung beobachtet haben ?). 























Tabelle 4 
Prolan-behandelte Ratten 
ars ; & a; 
tel 8) =~ s : io = 2 ~ s 
Be [2 ule ee] ° [Seas 2 5. |E8| od 
be 3 aad ; 7 <= <8 
zeich- |S S(GH'2) 2 Ses os Bemerkungen | 5/2 6/4 
5 a, Say S Si 5 eH yp 25 <3) 
nung 5 $5 one 4 then 5 a Ex ms Oof2E 
eee tel KES i ea|s” A jes} & 
Mannchen 
pt ae 17 [4x25] 7Tg.] — |Sarkom zuriick- | 19,5] 234] — 
10 1 gebildet 
XV 18 |4x25) 8 <0,5 Sarkom 12,0 | 200 
10 2 geschrumpft 
XVI 18 |4x25} 8 2,5] Sarkom kleiner | 18,0] 210[ 8 
10 2 als normal 
I 24 [4x 25] 16 — | Sarkom zuriick-} 11,5] — | 1'/, 
9 9 gebildet 
VI 28 17x25)17 39,0] Sarkom normal | 50,0] — | 25 
11 3 gewachsen 
VII 29 18x25} 21 26,0 |Sarkom etwa nor-| 50,0} — | 2 
8 1 mal gewachsen 
XXVII } 115 28 [3x50)14 27 |Sarkom etwa nor-}] 30,0} — | 5 
14 8 mal gewachsen 
XXVIII} 158] 30 {8x50} 13 58 | Sarkom schnell | 55,0} — | 8 
14 10 gewachsen 
XXIX | 123 30 [3x50] 16 0,4] Sarkom hart mit | 14,0} — | 5 
14 10 nadelstichgroBen: 
Nekrosen. Sehr 
geschrumpft 
12. VI. | 152] 16 |1x75)4Std.] 6,2|Sarkom fest ohne} 35,5 3 
Nekrosen 
Kontrolitiere ohne Sarkom, Weibchen 
— {1x50/17Std.J] — Didéstrus 20,0, — |] — 
— |1x50)17Std.} — Prodstrus 155} —}] — 
































1) Baatz, Z. Geburtsh. 118, 137 (1938). 
*) Vgl. C. v. Euler u. H. v. Euler, a. a. O.: 
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Tabelle 5 
Prolan-behandelte 
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Sarkom kleiner 
als normal 


Sarkom 
geschrumpft 


Sarkom 
geschrumpft 


Sarkom kleiner 
als normal 


Sarkom kleiner 
als normal 


Sarkom 
zuriickgebildet 
Sarkom kleiner 

als normal 


Sarkom 
zuriickgebildet 


Sarkom viel kl. 
als norm. Nadel- 
stichgroB. Nekr. 


Sarkom etwas 
eschrumpft. 





einer als norm. 








Die in Tab. 4 und 5 gesammelten Ergebnisse lassen sich 
folgendermaBen zusammenfassen: Nach Injektion von 50—200 int. 
Prolaneinheiten durch Prolan aus Schwangerenharn wurden 
Hemmungen bzw. Riickbildungen des Sarkoms beobachtet: 


Bei Mannchen in 5 Fallen yon 9, 
Bei Weibchen in 7 Fillen von 14. 








a Ct a Me a 
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Es darf hier nicht iibersehen werden, daB auch Spontan- 
Riickbildungen (ohne Prolan-Injektionen) eintreten kénnen; wir 
haben an unserem Rattenstamm 17 Spontan-Riickbildungen unter 
150 Sarkom-tragenden Ratten festgestellt. Auch bei Beriick- 
sichtigung dieser Spontan-Hemmungen ist es aber unzweifelhaft, 
daB in unseren Versuchsreihen Prolan aus Schwangerenharn einen 
Sarkom-hemmenden Effekt ausiibt, der weit iiber der Wahr- 
scheinlichkeitsgrenze liegt. 

Auf die jedenfalls viel schwacher hemmende Wirkung 
des Prelobans kommen wir unten zuriick. Welche Bestand- 
teile der angewandten Prolanpriparate die Hemmung und 
baw. Riickbildung bewirken, muB erst durch weitere priparative 
Arbeiten festgestellt werden. Es muB hier daran erinnert 
werden, daB nach Haddew und Robinson?) carcinogene 
Substanzen hemmend auf gewisse Tumoren wirken kénnen und 
das insbesondere dstrogene Stoffe solche Hemmungen hervor- 
rufen kénnen, 


Hinsichtlich der BI'S-Werte, welche bei Sarkom-tragenden 


Ratten, wie eingangs erwihnt, auf etwa das 4fache des Normal- 
wertes erhéht sind, ergab sich folgendes: 

Im allgemeinen wird durch die Prolaninjektionen (Prolan aus 
Schwangerenharn) der BT'S-Gehalt des Blutes von Sarkom-Ratten 
deutlich erniedrigt. Da die BTS-Werte sich um so mehr dem 
normalen Standardwert nihern, je kleiner das Sarkom ist, so 
sind die in den T'ab. 4 und 5, Spalte 8 bzw. 9 angegebenen Werte 
nicht auffallend. Die in Tab. 3 verzeichneten BTS-Mengen lassen 
einen Sbnlichen Riickgang erkennen. 


III. Einwirkung von Preloban, Hypadrin und Nikotinséureamid 


In Tab. 6 sind Versuche mit Proloban (Bayer) dargestellt, 
einem Praparat, welches aus der Hypophyse gewonnen wird. 
Gegen unsere Erwartungen sind die Preloban-Injektionen ohne 
Wirkung auf die Geschwulst selbst und von ganz geringer Wirkung 
auf den BT'S-Gehalt des Blutes gewesen. 

In Betracht zu ziehen ist dabei die Schwierigkeit, die Konzentrationen 
unseres Prolans und des Prelobans zu vergleichen, da dieselben in ver- 


schiedenen Einheiten angegeben sind (5—15 Reifungseinheiten pro Ratte 
bei Preloban, 50—200 i. e. bei Prolan). 





') Haddow u. Robinson, Proe. Roy. Soc. London, B. 122, 442 (1937); 
127, 277 (1939). 
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Tabelle 6 
Sarkom-Ratten behandelt mit Preloban 
: B ao] BH ap f:} #72130] Bemerkungen | § 5 & 
park aes pe) N@ 23 iiber die Ge- | 5, be 
Nr. |SS/d5|] 2» |SS88]3 5] schwiilste und | SE /-"'% 
SSie Ch] a |S VO] E#] Scheidenaus- ae 
a IE ine otk = “4a = | . “2 a Am 
x: ER Aa lg aoe foie striche —Q Be 
Mainnchen 
XXI 141 8 1x5 2 3,0 | Wachstum  ver- | 37,5 | 2 
10 gréBert n. Injekt. 
XxX 167 3 2x5 5 1,5] Ganz unbedeu- | 20,0] 4 
13 2 tende Nekrosen 
XXIV 160 10 3x5 12 14,5 | Etwa normal 32,51 4 
22 7 gewachsen 
XXVI 152 10 3x5 15 11,0 |] Harte, kl. rosa- | 29,0] 7 
25 10 farbene Nekros. 
i. ganzen Sarkom 
XXV 140] 10 | 3x5] 15 | 32,5 | Ziemlich feste Ge-| 55,0] 1'/, 
25 10 schwulst etwas 
nekrot., reich an 
BlutgefiBen 
Weibchen 
XVUI 120 8 1x5 2 2,0 | Wachstum  ver- | 47,5] 1 
10 gréBert nach 


Injekt. Prodéstrus 
XVII 152 8 3x5 7 5,5 | Sarkom wiichst | 15,5 | 9 


15 1 schneller als 
normal. Diéstrus 
xIX 95 8 3x5 7 5,0 | Sarkom wiichst | 18,0] 5 
15 1 schneller als 


normal. Proédstrus 
XXII 145 10 3x5 12 |15,5 | Sark. etwa norm. | 35,0] 3 


























22 7 gewachsen 
XXTIT | 130] 10 | 3x5 15 0,62] Sarkom hart, ge- | 22,5 | 3 
25 10 schumpft, Schei- 
denausstr.Schleim. 
Hypadrin 


In einer vorhergehenden Mitteilung untersuchten C. und H. 
v. Kuler ein Hypophysenpriparat ,,Hypadrin Astra“, welches 
auBer Intermedin in 1 ccm 10 IK. Vasopressin und Oxytocin 
enthalt. Die dort angegebenen Versuche sind erginzt und er- 
weitert worden und in folgender Tab. 7 zusammengefaBt. 

Im Sarkom der mit Hypadrin behandelten Tiere tritt die 
blutdrucksteigernde Wirkung des Vasopressins — noch mehr als 
in den -iibrigen Geweben — zutage. Die Einwirkung auf den 











Einflu8 von Hormonpriparaten auf den Brenztraubensiure-Gehalt usw. 


BTS-Gehalt des Blutes ist verhaltnismaBig gering, aber immerbin 
deutlich. Es bleibt zu ermitteln, welcher Bestandteil des Hypa- 


drins die Erniedrigung bewirkt. 


In einer weiteren Versuchsreihe wurde bei den Injektionen 
Hypadrin mit Nicotinsiureamid kombiniert, welches an sich eine 
Erniedrigung der BTS-Wirkung im Blut hervorruft. Diese Er- 
niedrigung wird durch den Zusatz des Hypadrins nicht wesentlich 
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verandert. 
Tabelle 7 
Hypadrin-behandelte Ratten 
id S = m . = o = 5 oa 
geese 118 S| ea|S 5 
. ie — oS P —,, 8 om 
Tag c'.| G22 | 2 |soH]| Bemerkungen | =2/ 28] 3 
S| Bee | 3 |e chee eR Eh 
~ © i TP 3 > -—§— 1a, 
a e cs ds) A }4 ae) ai wD se 
. Weibchen 
9. 4 11 | haselnuB-| 3] 17 35,01 — | 2 
12 groB 
8. 4 10 | walnub- 6] 23 29,0 <2 
11 groB 
23. 4. 14 6g 60 | 18 | Starke Blutung] 37,5 | 5930] 10 
15 in Sarkom 
, oe 22 15,5 ¢ 60 | 52 |Gravid 8 Tage,| 39,0 26 
24 Scheidenblutung 
Sarkom blutend 
Mainnchen 
9, 4 11 | haselnuB-| 3] 17 39,0 5 
12 groB 
8. 4 10 ne 6] 23 20,0 3 
11 
23. 4. 14 3,5 g 60 | 18 | Starke Blutung | 55,0} 722] 6 
15 in Sarkom 
2. 5 22 18 g 60 | 52 1/, nekrotisch | 27,5} — |15 
24 Sarkom blutend 
Kontrolltiere ohne Sarkom 
Weibchen | — — 3 | 23 29,0 <1 
” pt ransaed 3 3,5 29,0 et 
” — — 60 | 18 55,0 11207] 4 
Mannchen | — a 3 | 23 32,0 1 
” — —_ 6117 31,0 2 
i — — $1 3.5 26,0 
Weibechen | — i 60 |52 | Sektion ergab | 25,0} — | 6%/, 
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Tabelle 8 
Mit Hypadrin + Nicotinsiureamid 
od r=] Sol & - lw ~ ro oe 
Slesele | as [8 8/28 |s%| 3 
alee ie el] ot ie =e ie 2 Fe 
Tag |-2 |o-5h oa] 22/33 Bemerkungen Salada. 7 
g |SRE/53| BS 14 E lee|7a| 2 
OS lAe@alae 4 mM |e] g 
Minnchen 
8.V. [147] 11 3,0] 60 42 lin Geschw. starke] 19,0] 130 | 2 sis 
oy} 13 +1mg Blutung nekrot. 
177 NSA 
Weibchen 
9.V. [190] 11 1,7] 60 76 |Norm.aussehende] 22,0] Co- | '/, | Schleim 
Rb 14 +1m Geschw. Blutge- Carb. 
NSA faiB erweitert. 0,2 y 
10. V. 4158} 13 6,5] 30 41 Geschwulst 19,51 Blut- | — ie 
SvRh 15 +1m normal zucker 
NSA 10707 
Kontrollen mit nur Nikotinsiureamid 
Miainnchen 
8.V. {180} 13 4,0] lmg | 18 — 22,51 255 | — — 
14 NSA 
12. V. 11 2,5] 1m 138 ~- 16,0] — {23 -- 
vRhKy 7 NS 
Weibchen 
10. V. 11 6,5] lmg | 90 22,0] Blut- | — | Didstr. 
vKh 15 NSA zucker 
1000 
15. V. 13 | 15,0] 1 mg | 168 |Blutige Geschw.] 35,0] — 5 | Didstr. 
20 NS 





























IV. Lanthannitrat und Natriumwolframat 


SchlieBlich seien hier noch einige Versuchsreihen mitgeteilt, 
welche wir mit 2 Salzen angestellt haben, weil bei ihnen spezi- 
fische Wirkungen auf Serumbestandteile erwartet werden konnten: 
Bei Lanthannitrat hatten wir schon friher anticancerése Hinfliisse 
festgestellt. Mit Natriumwolframat hatten wir an Sarkomextrakten 
spezifische Fallungsreaktionen beobachtet, auf welche wir an 
anderer Stelle zuriickkommen. 
Bei der Versuchsreihe mit Lanthannitrat (Tab. 9) ist die In- 
kubationszeit nie linger als 17 Stunden gewesen; es war nicht 
zu erwarten, daf nach so kurzer Zeit eine Verkleinerung des 
Sarkoms meBbar wird, und dies war auch nicht der Fall. Dagegen 
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erwies sich die erniedrigende Wirkung auf den Blut-BTS- 
Gehalt erheblich (Spalte 8). Ferner ist die Senkungsgeschwindig- 
keit des Blutes bemerkenswert; sie erreichte, wie auch bei einem ae 
sarkomfreien Kontrolltier, den Wert 20 mm in 1 Stunde. Zum A 
Vergleich sei daran erinnert, da8 wir friher fiir die Blut- : 
senkungsgeschwindigkeit bei Ratten mit groBen Jensen-Sarkomen 
den Mittelwert 17mm gefunden haben. Fir Ratten mit Sarkomen 
von 10—20g ist der mittlere Senkungswert nicht gréBer als 
6 mm/Stunde, wahrend nach unseren Erfahrungen die Senkung 
bei gesunden Ratten etwa bei 1,5 mm in 1 Stunde liegt. 

Mit Na-Wolframat haben wir Injektionen in 3 Kénzentrationen 
angestellt; die eingespritzten Salzmengen sind in Tab. 10 und 1f 
m in der 2. Spalte angegeben; es hat sich teilweise um recht groBe 

Eingaben gehandelt. Deutliche Schrumpfungen des Sarkoms 
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Tabelle 9 


Sarkom-Ratten behandelt mit Lanthan-Nitrat 
0,5 cem = 5mg Lanthan-Nitrat 
















































































S wl 2a bo] & a Slzxils |[8s 
Be |= elo se |” 213/2./54| 2 
zeich- Cr: ae $o}3-4 | Bemerkungen | N a ne e's F 
5 a, i : 1D \~ S 2 3 mF 4 5 
mg Tos iS Se] 5 & i 2 a -| < 
Ome ia Salo 5 gs D i 
Minnchen ae 
sv.o.vE|144| 39 | 7 |Sark. schrumpf.,]17] 1 | 15,0] 12 por 
40 hart mit nadel- ‘ey 
stichgr.Nekrosen ; er 
sv. vE.| 188 | 16 5 |Sarkom fest, Blu-| 17] 1 | 18,5) 17 Bye 
17 tungen, wenige Lig 
Nekrosen } 
sv.Kh. | 159 | 16 1,2|Sarkom blutig,} 17] 11] 17,5} 20 ” 
17 wenige Nekrosen | 
Weibchen ; ; 
sv.v.E ] 150] 18 | 10,5 | Wenig.Nekrosen| 17] 1] 27,5] 12 | Didstr. ee 
E-frei 19 Bid 
10 Monat bist 
v-Rh Kv] 168 | 16 | 10,5] Sarkom wenig [17] 1] 37,5] 16 | Didstr. aie 
17 blutig u. nekrot. I 
Kontrollratte ohne Sarkom ia 
Mannechen Bo 
vE | 148 | [46] | 20,0] 17 | 





’ 
P 


188 Hans vy. Euler, Inez Siberg und Beth v. Euler, 


wurden auch mit Natriumwolframat nicht erzielt. Kurze Zeit 
nach der Injektion, besonders der starkeren Lésungen, zeigte sich 
in der Umgebung der Sarkome eine Verinderung der Binde- 
gewebe, bzw. Aufschwemmung und anormale Blutungen. Auch 
hier ist die Blutsenkungsgeschwindigkeit teilweise sehr hoch, 
sie liBt aber keine Proportionalitit zur Menge der injizierten 
Salze erkennen. 


RAS Sete 8 Sete BEA it 


we. HE 


Tabelle 10 
Sarkom-Ratten behandelt mit Na-Wolframat 


. a ad \ ~ 2 
eet ar “ ras - * . on ? 
© SESS tet SaaS OS re 5 2s" . ; ‘ 
es Se ee ee ee ee ke a 
ag 








ee ee ee ee 


étg. Tg. 


Bemerkungen 


a) Injektion 

Anzahl Injek. 

Senkg. in der 
1. Std. mm 


b) T 
Inkub.-Zeit 
von a) erste 


Gewicht bei 
Impfung g 
Sarkoms g 














b) letzte Injek. 








Gewicht des 





Alter d. Sark. 














Mannchen 


8,5 | Geschw. blutig, 
von serdsen Ge- 
webe umgeben 





—_ 
Or 
So 
~] 
> 





— 
Ls) 


11,0] Wenig seréses 
Bindegewebe 
Spur einer Blut. 


2,3 | Geschwulst lose, 
keine Blutspur, k. 
serés. Bindegew. 


3,8 | Geschwulst sehr 

lose, Spuren von 

Blutung u. serés. 
Bindegewebe 


Geschwulst blu- 
tig, ganz nekr. 
Tier krank 


Gewebe lose, 
schw. ausgebild. 
Nekrosen 


Bindegew. serés, 
Sark. durchgeh. 
nekrotisch 





























Kontrolltiere: 


Minnchen ohne Sarkom 


46 Std. 
46 
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Tabelle 11 
Sarkom-Ratten behandelt mit Na-Wolframat 
acagnis : 3 @ me ° : 
S xo[ ed d]-] S ap Net Ss 
2/3 elgae [=| Cire 
Bez. |.2 |" S| — |S |5-4| Bemerkungen | & 2% BTS] ej] Ausstr. 
S/E SIS SSIS) E 2 Sh me he 
Q 2 § $3 on 2 nid OD a ® 
Sala So 1d eo RS 
Weibchen 
vRv {20}/135} 16 |1] 5 | Sarkomv. serés, |161/,St.)37,5/13 | Didstr. 
17 Bindegeweben 
umgeben, blutig 
RvKh |20}157] 16 |1]11 | Bindegew. nor- | 40 Std.{39,5/14 | Didstr. 
18 mal, Geschwulst 
rotbraua, etwas 
blutig, 1/, nekr. 
vRh 1|2,5/156} 10 |3] 9 | Bindegew. nor-| 5 Tg. |16,5| 1,5|Prodstr 
15 mal, Geschwulst} 1 ,, 
; mit Blutspuren 
svRh 110]}1387] 10 |3] 6,5|/Geschw.(2Stjid.| 5 ,, [17,5] 2,0]Proéstr 
15 Mitte etw. weich| 1 ,, 
svvE }10}148] 10 |5] 5,8} Geschw. blutig,] 7 ,, [20,0] 8,0} Didstr 
17 fest, etwasnekr.| 1 ,, 
in Mitte 
vKh [25/134] 16 |2] 8,0}Geschwulst fest,} 41 Std.|35,0] 9,0] Didstr. 
18 kl. feste Nekrose {17 _,, 
vKb [25/155] + 21 ‘|2] 1,3] Kein Wachsen |/89 ,, |25,5] 2,0] Didstr 
25 nach 1. Injekt. |18 ,, 
Stecknadelkopf- 
oBe Nekrose 
iiber g. Geschw. 
Zusammenfassung 


Unter den Ergebnissen der mitgeteilten Versuche seien die 
folgenden hervorgehoben: 
1. Wird in Ratten in der 2. und 3. Woche der Schwanger- 
‘schaft Jensen-Sarkom implantiert, so macht sich eine starke 
Hemmung der Sarkomentwicklung geltend. Dies steht in Uber- 
einstimmung mit Ergebnissen von Frank und Smith und be- 
sonders von Baatz an anderen Tier- und Tumorarten. 
Andererseits wird keine Hemmung der Geschwulst dadurch 
erreicht, daB sarkomtragende Ratten gepaart werden. 
2. Durch Injektion von 50—200 I.E. Prolan aus Schwangeren- 


harn wurde in unserem Rattenstamm in 39°/, 
in 45°/, bei Weibchen eine Hemmung bzw. Riickbildung der 


bei Mannchen und 
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wurden auch mit Natriumwolframat nicht erzielt. Kurze Zeit 
nach der Injektion, besonders der starkeren Liésungen, zeigte sich 
in der Umgebung der Sarkome eine Verinderung der Binde- 
gewebe, bzw. Aufschwemmung und anormale Blutungen. Auch 
hier ist die Blutsenkungsgeschwindigkeit teilweise sehr hoch, 
sie laBt aber keine Proportionalitit zur Menge der injizierten 
Salze erkennen. es! 









































Tabelle 10 
Sarkom-Ratten behandelt mit Na-—Wolframat 
bi D wold & HO] D eer x g Be 
Be | 2 iT lage | oe ce bce eee ee 
zeich- | 2 |S 5 )G 0 a& Bemerkungen | s 32/3 RT 
Q feo S| wn aio [om S*R8 1's [nA] Bs 
nung IS 5 QR ae @e0] 5 ]& he 
SM |Aealo™ Assla|f |3- 
Miainnchen 
vRvKh |20 | 150 16 8,5 | Geschw. blutig, |16'/,Std.| 1 [35,0] 74/, 
17 von serdésen Ge- 


webe umgeben 


vRb |20 | 162 16 11,0} Wenig seréses |40 _,, | 1 | 38,0) 12 
tole Bindegewebe , 
Spur einer Blut. 


vKb |10 | 175 10 2,3 | Geschwulst lose,| 3 Tag] 2 | 14,5] 18 
14 keine Blutspur,k.| 2 ,, 
serés. Bindegew. 


vRv 2,5} 157 10 3,8 | Geschwulst sehr} 4 ,, 2 117,5) 22 





























14 lose, Spuren von] 3 ,, 
Blutung u. serés. 
Bindegewebe 
vRvKhj10 | 142 10 8,2 | Geschwulst blu-| 7 ,, 5 165,01] 12 
eee a | tig, ganz nekr.| 1 ,, 
Tier krank 
vKE. | 2,5] 129 16 41] Gewebe lose, |41 ,, 2 | 30,0} 27 
18 schw. ausgebild.| 17 ,, 
Nekrosen 
vRb {20 | 195 16 11 j Bindegew. serés,}41_,, 2 | 42,0} 12 
18 Sark. durchgeh.|17 _,, 
nekrotisch : 
Kontrolltiere: 
Minnchen ohne Sarkom 
vE 1 155 46 Std. | 1 | 26,0)13 
svE | 1 | 134 46 ,, | 1 | 28,0})13 
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Tabelle 11 
Sarkom-Ratten behandelt mit Na-Wolframat 
« © @®D 7 Me ° 
S wold S]-] 5 eo 5 a 
12 la ee [ele cord ee 
Bez. | 2 che es $o]S |S. | Bemerkungen PES: BTS $i] Ausstr, 
a he : e jer 4 MN. 
SS BIS 56/8158 goa a . 
SHIA Sals [So Cr ms 
Weibchen 
vRv |20)135] 16 |1] 5 |Sarkomv. serés. | 161/,St.37,5/13 | Didstr. 
17 Bindegeweben 
umgeben, blutig 
RvKh | 20] 157} 16 |1/]11 | Bindegew. nor- | 40 Std. |39,5}14 | Didstr. 
18 mal, Geschwulst 


rotbraun, etwas 
blutig, 1/, nekr. 
vRh 1|2,5)156] 10 |3] 9 | Bindegew. nor-]| 5 Tg. |16,5| 1,5]Prodstr. 
15 mal, Geschwulst} 1 ,, 
mit Blutspuren 


svRh |10}1387] 10 | 3] 6,5/Gesechw.(2Stid.] 5 ,, [17,5] 2,0]Proédstr. 
15 Mitte etw. weich| 1 ,, 
svvE |10}148] 10 |5] 5,8} Geschw. blutig,] 7 ,, [20,0] 8,0] Diéstr. 
17 fest, etwasnekr.}| 1 ,, 
in Mitte 
vKh {2.511341 16 |2] 8,0} Geschwulst fest, | 41 Std. {35,0} 9,0] Didstr. 
18 kl. feste Nekrose | 17 _,, 
vKb |2,51155] 21 ‘|2] 1,3] Kein Wachsen {89 ,, [25,5] 2,0] Didstr. 
25 nach 1. ra 18 ,, 
Stecknadelkopf- 
oBe Nekrose 
































iiber g. Geschw. 


Zusammenfassung 


Unter den Ergebnissen der mitgeteilten Versuche seien die 
folgenden hervorgehoben: 

1. Wird in Ratten in der 2. und 3. Woche der Schwanger- 
-schaft Jensen-Sarkom implantiert, so.macht sich eine starke 
Hemmung der Sarkomentwicklung geltend. Dies steht in Uber- 
einstimmung mit Ergebnissen von Frank und Smith und be- 
sonders von Baatz an anderen Tier- und Tumorarten. 3 

Andererseits wird keine Hemmung der Geschwulst dadurch 
erreicht, daB sarkomtragende Ratten gepaart werden. 

2. Durch Injektion von 50—200 I.E. Prolan aus Schwangeren- 
harn wurde in unserem Rattenstamm in 39°/, bei Mannchen und 
in 45°/, bei Weibchen eine Hemmung bzw. Riickbildung der 
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Geschwulst erreicht (wobei die Spontanriickbildungen schon beriick. 
sichtigt sind). 

Einen entsprechenden Effekt haben wir mit Preloban ans 
Hypophyse nicht erzielt. 

Der mit Prolan erzielte Effekt geht also itiber denjenigen 
hinaus, welcher nicht selten eintritt, wenn durch irgendeine Noxe 
der Stoffwechsel im Tumor mehr geschwiacht wird als im Gesant- 
organismus. 

Nach unseren eigenen und friheren Erfahrungen halten wir 
es fiir wahrscheinlich, daB die durch Prolanpraparate, besonders 
Harnprolan, erreichten Tumorhemmungen auf einen noch nicht 
isolierten Bestandteil (evtl. mehrere Bestandteile) dieser Praparate 
zuriickzufihren sind. Auch ist damit zu rechnen, daB in den bis 
jetzt untersuchten Priparaten gleichzeitig férdernde und 
hemmende Faktoren zugegen waren, namlich ein allgemeines 
Wachstumshormon, etwa vom Prolantypus, und ein hemmender 
Faktor, etwa vom Typus der funktionellen Sexualhormone. 

In dieser Erwigung soll die vorliegende Untersuchung zu- 
nichst durch eine Reinigungsarbeit an Harnprolan und an Hypo- 
physenpraparaten fortgesetzt werden. 

3. Fir die Blutsenkungsgeschwindigkeit von Ratten mit 
groBen Jensen-Sarkomen haben wir friiher den Mittelwert 
17mm 1 Stunde angegeben. MittelgroBe Sarkome (8S—15 g) rufen 
keinen gréBeren mittleren Senkungswert als etwa 6 mm hervor. 
Vermutlich hat der Austritt von nekrotisierter Substanz ins Blut 
einen HinfluB. 

Nach intramuskularer Injektion von Lanthan—Nitrat bzw. 
Na-Wolframat stieg die Senkungsgeschwindigkeit erheblich. 


Fraulein Inga Pettersson danken wir auch hier bestens 
fir die Ausfiihrung der Brenztraubensiure-Analysen. 
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Die Resorbierung des Carotins aus Mohrriiben beim Menschen 
Von 


Artturi I. Virtanen und Matti Kreula 





(Aus dem Biochemischen Institut, Helsinki) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juli 1941) 





In den letzten Jahren hat man eine immer gréfere Aufmerk- 
samkeit auf die Frage der Vitamin-A-Zufuhr des Menschen zu lenken 
begonnen, was daher riihrt, da em Mangel an Vitamin A ziemlich 
allgemein zu sein scheint. Produkte des Pflanzenreiches, welche 
reich an Carotin sind, werden als geeignete Vitamin-A-Quellen 
empfohlen. Wenn man solche Produkte nur mit Riicksicht auf 
ihren Carotingehalt beurteilt, wie man es bei Nahrungsunter- 
suchungen zu tun bestrebt war, kommt man zu dem Ergebnis, dab 
eine hinreichende Zufuhr von Vitamin A beim Menschen sehr leicht 
verwirklicht werden kann. Schon 100 g Mohrriiben enthalten eine 
Carotinmenge, die 10000—15000 int. Vitamin-A-Kinheiten ent- 
spricht. Wenn der tigliche Carotinbedarf des Menschen auf 5000 
internationale Einheiten geschitzt wird, so wiirden schon 30—50 g 
Mohrriiben allein ausreichen, um dem Bedarf des Menschen an 
Vitamin A zu geniigen. Solche Auffassungen sind auch bei der 
Krmahrungsberatung allgemein vertreten worden. 

Da8 die obenerwaihnte Auffassung von der Vitamin-A-Wirkung 
der Produkte des Pflanzenreiches wahrscheinlich nicht richtig sei, 
ergab sich indirekt aus Hameralopiebestimmungen, die in den 
letzten Jahren in verschiedenen Lindern ausgefiihrt wurden und 
durch welche iiberraschenderweise ein unerwartet oft vorkommender 
Mangel an Vitamin A beim Menschen festgestellt wurde. Aus diesen 
Bestimmungen wurden jedoch keine Schliisse auf die Resorbierbar- 
keit des Carotins der Pflanzenprodukte beim Menschen gezogen. 

Die Resorption des Carotins im Darmkanal des Menschen unter- 
suchten zuerst Wilson, Das Gupta und Ahmad?) und van Eke- 
len und Pannevis?). Beide Gruppen von Forschern fihrten ihre 
Versuche an zwei Versuchspersonen durch und kamen zu ganz ent- 
gegengesetztem Ergebnis. Nach ersteren wurden aus rohen Mohr- 
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riiben 80°/, ihrer ganzen Carotinmenge resorbiert, nach letzteren 
fand praktisch keine Resorption statt, denn 99°/) der Carotinmenge 
der Mohrriiben ging mit den Faeces ab. 

Da das Problem von grofer praktischer Bedeutung ist, haben 
wir in unserem Laboratorium die Resorption von Carotin aus Mohr- 
riiben beim Menschen zu bestimmen versucht. Hierbei haben wir 
bei Carotinbestimmungen hauptsichlich die Extraktionsmethode 
von Hegsted, Porter und Peterson, zum Teil auch die chro- 
matographische Methode gebraucht. Die alteren Extraktions- 
methoden geben unrichtige Resultate, denn durch die Einwirkung 
von Sauren auf griine Pflanzen wird der Carotingehalt nach den 
iiblichen Extraktionsverfahren bestimmt scheinbar erhéht. Diese 
Erscheinung wurde zuerst von dem einen von uns im A.I.V.-Futter 
beobachtet®). Spater erklirten Quackenbush, Steenbock und 
Peterson‘) die Erscheinung und bewiesen, da8 durch die Ein- 
wirkung von Sauren hauptsachlich aus Lutein 3 neue Carotinoide 
gebildet werden, welche keine Vitamin-A-Wirkung haben, aber 
leicht als Carotin bestimmt werden. Hegsted, Porter und Peter- 
son®) haben danach eine Extraktionsmethode entwickelt, die die 
Trennung des Carotins aus diesen neuen Carotinoiden ermdglicht. 
Diese Methode gibt mit der chromatographischen Methode iiberein- 
stixamende Werte. 

Unsere ersten Versuche mit 4 Versuchspersonen sind schon 
friiher (Kreula und Virtanen)®) verédffentlicht worden. Spater 
haben-wir neue Bestimmungen an vier Versuchspersonen ausgefihrt, 
zunachst um die Variationen der Resorption bei versehiedenen 
Individuen weiter klarzustellen. Unten beschreiben wir unsere 
Versuchsmethodik und berichten tiber die Ergebnisse aller unserer 
Versuche. 


Methodik 


Das Carotin wurde in den Pflanzenstoffen auf folgende Weise 
bestimmt. 25g Mohrriiben wurden im Mérser mit 5g Quarzsand 
zerrieben und in eine Kochflasche von 500 ml Inhalt quantitativ 
iibergefiihrt. Zur Flasche wurde 160 ml Alkohol gefiigt, wobei em 
Teil davon benutzt wurde, um im Morser eventuell gebliebene Mohr- 
riibenriickstaénde aus ihm auszuspiilen und schlieBlich wurden 40 ml 
20°/,iges alkoholisches Kali zugegossen. Das Gemisch wurde 
80 Minuten am RiickfluBkihler gekocht und der alkoholische Ex- 
trakt in eine MeBflasche von 500 ml Inhalt dekantiert. 200 ml 
Alkohol wurden auf den Riickstand gegossen und wieder 80 Minuten 
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am RickfluBkiihler gekocht. Die alkoholischen Extrakte wurden 
vereinigt und erkalten gelassen, wonach die Flasche zur Marke 
gefillt wurde. 

Um alles Carotin sicher zu extrahieren, wurde der Riickstand 
darauf 15 Minuten mit 75m) Petroleuméther gekocht (Hexan 
Schuchardt, Siedep. 60—70°). Der Petroleumather wurde in 
einen Scheidetrichter dekantiert und der Riickstand in ein Dekan- 
tierglas ibergefiihrt, wo er zweimal mit ungefihr je 10 ml Petroleum- 
ather gewaschen wurde. SchlieBlich wurde alle Fliissigkeit sehr 
sorgfaltig aus dem Riickstand gepreBt und die so erhaltene Petro- 
leumither—Alkohollésung einmal mit 30 ml Wasser gewaschen und 
in der MeBflasche auf 100 ml verdiinnt. 

50 ml Alkoholextrakt und 10 ml Petroleumatherlésung wurden 
im Scheidetrichter mit 20 ml reinem Petroleumather und 15 ml 
destilliertem Wasser gemischt. Das Gemisch wurde geschiittelt 
und nach Scheidung die untere Schicht wieder zweimal mit je 
80 ml Petroleumather extrahiert. 

Um den Alkohol und das Alkali zu entfernen, wurden die ver- 
einigten Petroleumitherfraktionen viermal mit je 80 ml destilliertem 
Wasser gewaschen. Die Nichtcarotine wurden entfernt, indem die 
Petroleumatherlésung viermal mit je 10 ml einer Diacetonlésung 
extrahiert wurde, die aus 100 Raumteilen Diaceton (acetonfrei, 
geliefert von Commercial Solvents Corp., Terra Haute, Ind.*) und 
6 Raumteilen destilliertem Wasser bestand. Jedesmal wurde das 
Gemisch kraftig durchschiittelt und nach vollstiéndiger Scheidung 
der Schichten die untere entfernt und verworfen. 

Diaceton wurde durch dreimaliges Waschen der Carotinlésung 
mit je 30 ml destilliertem Wasser entfernt, wonach die Lésung durch 
wasserfreies Natriumsulfat und Filtrierpapier in eine MeSflasche 
von 100 ml Inhalt filtriert und dieselbe zur Marke aufgefiillt wurde. 

Die Carotinbestimmungen wurden mit Pulfrichs Stufenphoto- 
meter unter Benutzung des Filters § 47 ausgefiihrt. Die Berech- 
nungen wurden auf £ }*> — 2000 basiert. 

Auch in den Faeces wurde das Carotin in der oben beschriebenen 
Weise bestimmt. Die Faeces wurden in eine weithalsige Flasche 
von 21 Inhalt ibergefiihrt, welche unmittelbar in einem kalten 
Zimmer (Temperatur 2—5°) bis zum Analysieren stehengelassen 
wurde. Die vereinigten Faeces von 2 oder 4 Tagen wurden in emem 





*) Wir sprechen der Firma Commercial Solvents Corporation unseren 
Dank fiir die Probe von acetonfreiem Diaceton aus. 
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Morser mit einer gewogenen Sandmenge geknetet (ungefahr 1/, yom 
Gewicht der Faeces). Die behandelte Masse wurde dann in Portionen 
von 50 g analysiert. An Alkohol, alkoholischem Kali und Petroleum. 
ather wurden die obenerwaéhnten Mengen benutzt. 

Die chromatographische Methode wurde neben dem oben be- 
schriebenen Schiittelungsverfahren angewandt. Demgem&8 wurde 
vom Alkoholextrakt eine Menge abgemessen, die 4/,) von der ganzen 
Menge der Faeces entsprach, ebenso wurde eine entsprechende 
Menge vom Petroleumatherextrakt genommen. Beide Lésungen 
wurden auf ein geeignetes Volumen verdiinnt. Nachdem der 
Alkoholextrakt (200 ml) und der Petroleumatherextrakt (50 ml) in 
einem Scheidetrichter vereinigt worden waren, in welchem die 
Extraktion der Carotinoide vorgenommen wurde, wurden 70 ml 
Wasser zu demselben hinzugefiigt. Das Gemisch wurde sorgfialtig 
geschiittelt und der Alkoholextrakt zweimal mit je 50 ml Petroleum: 
ather reextrahiert (Kahlbaum, Siedep. 60—70°). 

Alkali und Alkohol wurden durch viermaliges Waschen der 
Petroleumatherschicht mit je 50 ml destilliertem Wasser entfernt. 
SchlieBlich wurde die Petroleumatherlésung der Carotinoide durch 
wasserfreies Natriumsulfat und Filtrierpapier filtriert und auf 
200 ml verdiinnt. 

Von der Carotinoidlésung (200 ml) wurden 20 ml fiir die 
chromatographische Analyse abgemessen. Als Adsorbentia wurden 
CaCO, und MgO, beides Kahlbaumpraparate (D. A.-B. V1) benutzt. 
Von CaCO, als Adsorbens wurde eine Siule von 6 cm Héhe benutzt, 
von MgO war die Héhe der Saiule 5cm. Der Durchmesser war 
immer 2,5 cm. 

Bei der Behandlung von beiden Adsorbentien wurden ungefahr 
je 50 ml Petroleumather verwandt, wodurch das «- und dasf-Carotin 
vollstandig in das Filtrat iiberging. Dieses wurde auf 100 ml ver- 
diinnt und in iiblicher Weise kolorimetrisch bestimmt. 


Versuchspersonen, Diat und Versuche 


Die Versuchspersonen beim Resorptionsversuch im Friihjahr 1939 waren 
Manner. Ihr Alter lag zwischen 25 und 30 Jahren: A war 26, B 25, C 25 und 
D 30 Jahre alt. Von ihnen verzehrten A, B und C normale gewoéhnliche Kost, 
wogegen D seit 1'/, Jahren vollstandig lactovegetabilisch lebte. 


Die Versuchsreihe wurde in 5 Perioden eingeteilt. 


I. Vorperiode, in jedem Falle 1 Woche, wahrend welcher carotinfreie 
Grunddiat genossen wurde, und die Ausscheidung von Carotin in den Faeces 
ein Minimum erreichte. 
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II. Erster Abschnitt des eigentlichen Versuches. 2 Tage mit Grund- 
diat. Die Faeces wurden gesammelt und deren Carotingehalt bestimmt. 


III. Zweiter Abschnitt. 4 Tage. Grunddiaét wurde noch genossen, aber 
auBerdem eine genau gemessene Menge an Mohrriiben am 1. Tage. Die Faeces 
wurden gesammelt und wie oben beschrieben aufbewahrt. Die Analyse wurde 
dann an den vereinigten Faeces vorgenommen, wobei die gesamte Carotin- 
ausscheidung festgestellt wurde. 


IV. Dritter Abschnitt. 2 Tage mit nur Grunddiat. Die Faeces wurden 
gesammelt und analysiert. 


: V. Um villig zuverlassige Carotinwerte fiir die Faeces des Abschnittes 
mit Grunddiaét zu erhalten, wurde diese Diat vier weitere Tage fortgesetzt, 
und die Faeces auch wihrend dieses Abschnittes gesammelt. Die Ergebnisse 
zeigen, daB die Carotinausscheidung pro Gramm Faeces wahrend der Ab- 
schnitte IV und V praktisch dieselbe war. Die erhaltenen Werte waren die 
folgenden: B etwa 0,9 y, C etwa 2,8 y und D etwa 0,5 y pro Gramm Faeces. 


Die Diat wurde wahrend des ganzen Versuchsabschnittes méglichst 
unverandert erhalten. A und B gebrauchten wahrend der Versuche dieselbe 
Diat, C’s Diat war praktisch dieselbe mit der Ausnahme, da8 er mehr Rind- 
fleisch genoB. B’s Diaét bestand pro Tag durchschnittlich aus — ver- 
schiedenen Nahrungsmitteln: 





mareeitiet ke Fra. 450 
Fleisch (Schweinefleisch und Kalbfleisch) 130,, 
WOR iikicwie se exe: ebelle: eibereiané vad. 90,, 
Margarine (Carotin- und A-Vitaminfrei). . . . 35,, 
Hafergriitze und Weizenkleie ........ 75 5» 
Ween: und Kelp. . 26a ik See ele es 40,, 
Abgerahnile Trek SS ee ee 500,, 
D’s tagliche Diaét war die folgende: 
1. Frihstiick: 
Abgerahmte Milch . 0 0s tte et tie ew 750 ,, 
ae ee es 615,, 
I Bi che ce Eas 100,, 
2. Mittagsmahlzeit: 
BO FL OR LE 400 g 
Margarine (Carotin- und A-Vitaminfrei). . . . 40,, 
Hartes Roggenbrot .. . .. 2.6 eee eee 180,, 
e.g. 0 ke eee eek eee 50,, 
See PO ERE SEs a 35 ,, 
Geschalte weiBe Gurken. .....-.2+-+-- 15 5» 
NE ow es oF cep ee eee 90,, 
a. 
Apfel, geschalt und entkernt .......-. 200 ,, 
1) ,,Kruska‘‘-Brei besteht aus: 
Wasser. ..... 350g Hafergriitze ... 75g 
MRR s Gio as 60,, Weizenkleie ... 30,, 
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Versuch mit rohen Mobhrriiben, I 


1 kg gewaschene Mohrriiben wurden mit einem Reibeisen sehr 
fein gerieben. Die geriebene Masse wurde sorgfaltig gemischt und 
in Portionen von 50 g abgewogen. 100 g Mobrriiben wurden beim 
Versuch verzehrt, 50 g zum Abendessen und 50 g zum Friihstiick. 
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7,93 
7,93 





6,40 
6,31 











6,34 
6,19 





79,9 
78,1 


Die Resorption des Carotins aus feingeriebenen rohen Mohr- 





riben betrug somit ungefaihr 20°/, von dem ganzen Carotingehalt 
derselben. 

Die chromatographische Methode mit CaCO, als Adsorbens 
ergab Werte, die mit der Methode von Hegsted, Porter und 
Peterson. gut iibereinstimmten. Bei den folgenden Versuchen 
wurde nur die letztere Methode angewandt. 


Versuch mit rohen Mohrriiben, II 


Die Mohrriiben wurden grob gerieben und die ganze Versuchs- | 
menge, 150 g, bei einer Mahlzeit verzehrt. Die Carotinbestimmungen 
wurden nach Hegsted u. a. vorgenommen. 
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150 
150 





10,20 





10,20 


9,97 
9,96 





97,7 
97,6 


Die Resorption des Carotins aus grobverteilten Mohrriiben 
betrug somit in diesem Falle nur ein paar Prozente. Die eine 
Versuchsperson (B) war bei diesem Versuch dieselbe wie beim 
Versuch I. Die Ubereinstimmung bei beiden Versuchspersonen war 
auBerordentlich gut. 





*) Bestimmt nach der Extraktionsmethode von Hegsted u. a. 
**) Der O-Wert von A wurde nicht bestimmt. Er wurde auf derselben 
Grundlage wie derjenige von B berechnet, weil beide die gleiche Kost genossen. 
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Versuch mit gekochten Mohrriiben, III 


1 kg ganze Mobrriiben wurde gekocht und in Wiirfel geschnitten. 
Portionen von 100 g wurden bei zwei aufeinanderfolgenden Mahl- 
geiten verzehrt. Die Carotinbestimmungen wurden nach Heg- 
sted u.a. vorgenommen. 























Nettoausscheidung von 

Memes i Carotin in den Faeces 
Mohrriiben g Carotin mg mg Pe 

B 2 x 100 26,09 25,67 98,4: 
C 2 x 100 26,09 24,69 94,6 








Aus ganzen gekochten Mohrriben ist das Carotin ungefahr 
ebensogut (2—5°/,) wie aus grobverteilten rohen Mohrriben 
resorbiert worden. 

Nach den oben beschriebenen Versuchen verschwanden etwa 
20°/, des Carotins der feingeriebenen rohen Mobhrriiben beim 
Durchgang der Nahrung durch den Verdauungskanal, vom Carotin 
der grobverteilten Mohrriiben oder der gekochten Mohrriiben 
dagegen kaum 5°/,. Nur dieser Betrag kann resorbiert worden sein. 
Méglicherweise hatte ein Teil des Carotins durch die Einwirkung der 
Bakterien im Darmkanal zerstért werden kénnen, und darum wurden 
die folgenden Versuche vorgenommen. 

Von den zu analysierenden Faeces wurden Portionen von 50 g abgewogen, 
einige von ihnen wurden sofort analysiert, andere wurden bei 37° vor der 
Bestimmung des Carotins belassen. In einer anderen Reihe von Bestimmungen 
wurden dagegen geriebene Mohrriiben mit den Faeces gemischt. Die hinzu- 


gefiigte Menge betrug 10 g. Das Gemisch von Mohrriiben und Faeces wurde 
zu einer dichten Masse gepreSt, um anaerobe Bakterien einwirken zu lassen. 


Carotingehalt in Milligrammen nach Aufbewahrung bei 37° 








0 Stunden | 12 Stunden | 24 Stunden 

















50g Faeces ........- 0,56 0,56 0,56 
4) —_— 


0 
0g Faeces + 10 g Mohrriiben 1,81 1,75 

Nach diesem Versuch scheinen die Bakterien des Darmkanals das 
Carotin nicht zu zerstéren. 

Am Ende des Jahres 1940 wurden neue Versuche, und zwar an 

4 Versuchspersonen vorgenommen, von denen E, F und G Frauen 
waren, EK = 19jahrig, F = 25jahrig und G = 30jahrig. Die vierte 
Versuchsperson (B) war ein 26jahriger Mann, derselbe wie bei den 
friiheren Versuchen. 
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og om ees 


Die Anordnung der Versuche war im Prinzip dieselbe wie im 
Jahre 1939. Der eigentliche Versuch bestand dieses Mal aus 


4 Abschnitten. 


I. Erster Abschnitt, wobei carotinfreie Nahrung verzehrt wurde. 


Dieser dauerte 1 Woche. 
II. Zweiter Abschnitt mit carotinfreier Grunddiaét. Versuchsdauer 
4 Tage, wobei die Faeces gesammelt und das Carotin darin bestimmt wurde. 


III. Wahrend des dritten Abschnittes' wurden neben der iibrigen 
Nahrung feingeriebene rohe Mohrriiben verzehrt. Die Faeces der vier 
folgenden Tage wurden gesammelt und das ausgeschiedene Carotin bestimmt. 


IV. Die Faeces zweier auf den dritten Abschnitt folgender Tage wurden 
auch zur Carotinbestimmung gesammelt. Hierbei wurde festgestellt, daB die 
Karotinmenge wieder auf ihren der Grunddiaét entsprechenden Wert ge- 


sunken war. 

Die Nettoausscheidung wurde erhalten, indem man die den 
Faeces dieses Abschnittes entsprechende O-Ausscheidung von dem 
wahrend des dritten Abschnittes erhaltenen Carotinwert abzog, 
wobei die Gewichte der Faeces in Betracht gezogen wurden. 

Die Analysen wurden nach derselben Extraktionsmethode wie 
oben vorgenommen. Die Carotinwerte wurden auch unter Be- 
nutzung von EF}, = 2000 berechnet. 

Die Speiseordnung war so entworfen, da8 sich dieselben Speisen 
nach Verlauf von je 2 Tagen wiederholten. 


Zur Zubereitung der Speise wurden benutzt: 


Brot (Roggen) Abgerahmte Milch 
Kartoffeln WeiBes Weizenmehl 
Fleisch (Wurst) Margarine (vitaminfrei) 
Fisch (Hecht und Dorsch) Reis 

Zucker, Grahambrot 
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Versuch mit rohen Mohrriiben, IV 


Die Mohrriiben wurden fein gerieben. 








ohana 


Nettoausscheiduag von 
Carotin in den Faeces 





Versuchs- Versuchsgabe*) 


person 





‘“Mohrritben g | Karotin mg mg Fo 




















“ee 100 eer 9,08 96,1 


Vom Carotin hat also Versuchsperson B nur 4°/, resorbiert, 
obwohl die Mohrriiben fein gerieben waren. 








*) Die Mohrriiben wurden in einer Portion verzehrt. 
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Versuch mit rohen Mohrriiben, V 

Versuchspersonen und G. Die Anordnung des Versuchs 
sonst gleich dem vorigen, der dritte Abschnitt dauerte aber 6 Tage. 
Die Mohrriiben wurden fein gerieben und roh verzehrt. 

Die Carotinausscheidung bei der Grunddiat betrug bei E 0,8 y, 
bei F 1,9y und bei G 1,3 y pro Gramm Faeces. 

Wahrend des Versuches wurden im Mittel pro Person und Tag 
verzehrt : 




















EI 6s 6 Wie ee eee ae 306 g 
meee (wert) oka es a SS 66 ,, 
Re eee ee ea ee Si. 
peek: hex, Rodgeth-). ice edhe ow 43,, 
Brot (weich, Weizen-). ......... 91,, 
Pe TEND a’ ni ce se ew 50,, 
Weizenmehl oder Mannagriitze. ..... 1092 ,, 
PN Se Se ie es 25 ;, 
CN i. ch ae Pe 26, 
Nettoausscheidung von 
Versuchs- Versuchagabe Carotin in den Peace 
geen 4 Mobrriiben g | Carotin mg mg | *. 
E 2x 50 | 7,26 464 | 63,9 
F 2x 50 7,26 6,14 84,6 
G 2x50 | 7,26 586 6 | —s80,7 








In den Faeces von E konnte kraftige Methangirung beob- 
achtet werden. 

Bei den Versuchspersonen F und G war die Resorption des 
Carotins aus feingeriebenen rohen Mohrriiben 15 bzw. 19°/,. Das 
Ergebnis stimmte also mit den Resultaten iiberein, die im Jahre 
1939 mit den Versuchspersonen A und B erhalten wurden (Ver- 
such I). Bei der Versuchsperson E erscheint die Resorption da- 
gegen bedeutend gréBer, und zwar zu 36°/,. Das Ergebnis unter- 
scheidet sich somit einigermaBen von den anderen. In den Faeces 
von E gab es eine kraiftige Methangarung: bei den iibrigen Versuchs- 
personen kam eine solche nicht vor. Ob dieser Umstand mit der 
besseren Carotinresorption im Zusammenhang steht, kann man 
infolge eines einzigen Falles natiirlich nicht sagen, aber unmdglich 
ist es nicht. 

Auf eine etwaige Zersetzung des Carotins in den Faeces wurde 
nochmals erneut untersucht, diesmal bei Zimmertemperatur. Die 


Versuche wurden mit 50 g mit Sand gemischten Faeces ausgefiihrt. 


Die Resultate waren: 
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Der Carotingehalt der Faeces in mg 
Versuchs- nach Aufbewahrung bei Zimmertemperatur 
ie ONE 0 Tage 8 Tage 
A 0,74 0,76 
B 0,93 0,95 
C 0,98 0,98 








Carotin wurde also nicht zersetzt. 


Diskussion 


Die oben dargelegten Versuche haben gezeigt, daB die Re- 
sorption von Carotin aus Mohrriiben niedrig ist. Bei den ver- 
schiedenen Versuchspersonen ist die Resorption etwas voneinander 
abweichend gewesen, bei den meisten jedoch verhaltnismaBig 
ahnlich. Aus zerkauten rohen Mohrriiben wurden bei zwei Ver- 
suchspersonen iibereinstimmend nur je ein paar Prozente von der 
Carotinmenge der Mobrriben resorbiert, baw. 2 und 5°/, aus ge- 
kochten Mohrriiben. Hinsichtlich der Resorption des Carotins 
besteht also kein wesentlicher Unterschied zwischen rohen und 
gekochten Mohrriiben. 


Die Resorption des Carotins aus sehr fein geriebenen Mohrriiben 
war betrichtlich gréBer als diejenige aus zerkauten. Bei den 
Versuchspersonen A, B, F und G war die Resorption aus fein 
geriebenen Mohrriiben bzw. 20, 22, 15 und 19°/,. Nur bei der 
Versuchsperson E war die Resorption betrichtlich gréBer, und 
zwar 36°/,. Die in ihren Faeces festgestellte kraftige Methangirung 
kann eventuell mit der gré8eren Carotinresorption im Zusammen- 
hang stehen, denn diese Girung deutet auf eine Zersetzung der 
Stiitzgewebe der Pflanzenzellen hin, die kraftiger als gewéhnlich 
gewesen ist. Méglicherweise sind es eben die in dem Darmkanal 
des Menschen schwerzersetzlichen Zellwainde, in erster Linie die 
Zellulose und die Pektinstoffe, die die Ursache der schlechten 
Resorption des Carotins sind. Andere Ursachen sind auch méglich. 
Besonders mu8 beriicksichtigt werden, daB das Carotin in den 
Mohrriiben nicht in Fett gelést ist. 


Bei derselben Versuchsperson scheint die Resorption des 
Carotins auch zu verschiedenen Zeiten zu variieren. So wurden 
bei den Versuchen an der Versuchsperson B im Jahre 1989 22°), 
des Carotins der feingeriebenen Mohrriiben und bei den Versuchen 
im Jahre 1940 baw. nur 4°/, resorbiert. Die veranderte Bakterien- 
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flora des Darmkanals kann die Ursache dieser Variationen sein. 


Dieser Umstand ist jedenfalls nicht néher untersucht worden. 

Von den Versuchspersonen war D ein Laktovegetarianer, der 
wihrend 11/, Jahren nur Pflanzenerzeugnisse und dazu Milch 
verzehrt hatte. Auch diese Versuchsperson resorbierte aus zer- 
kauten Mohrriiben jedoch nur 2°/, des Carotins, also ebensoviel 
wie Personen, die gewdhnliche Nahrung verzehrt hatten. Dem- 
gufolge kann man also wenigstens nicht allgemein den Schlu8 
ziehen, daB das Carotin der Gemiise bei Personen besser resorbiert 
wird, die Pflanzennahrung verzehren, als bei Personen, die gewéhn- 
liche Mischkost genieBen. Es ist wichtig, das Untersuchungs- 
material zu erweitern, um diesen Umstand klarzustellen. 

Unsere Untersuchungsergebnisse zeigen, daB der Wert der 
Mohrriiben als Vitamin-A-Quelle sehr iibertrieben worden ist. 
Durch GenieBen von feingeriebenen Mohrriiben erhaélt man aus 
denselben betrichtlich mehr Carotin, als wenn dieselben zerkaut 
werden, aber wenigstens bei den nordischen Vélkern sind die Milch 
und Milchprodukte die weitaus wichtigsten Vitamin-A-Quellen. 
Weil ihre Vitamin-A-Wirkung hauptséchlich von fertigem Vita- 
min A herriihrt, wird man bei Benutzung derselben nicht vor die 
vorliufig unklare Frage gestellt, inwieweit die Verwandlung des 
Carotins in Vitamin A bei verschiedenen Individuen wechselt. Da 
man jetzt mittels des neuen Silierungsverfahrens im Winter ebenso 
vitamin-A-reiche Milch wie im Sommer produzieren kann, kann der 
Bedarf an Vitamin A durch Milch und Milchprodukte besser als 
vorher gedeckt werden. Die Resorption des Vitarain A aus dem 
Butterfett erfolgt nach unseren vorliufigen Bestimmungen prak- 
tisch quantitativ. 


Zusammenfassung 


Die Resorbierung des Carotins aus Mohrriiben wurde mit 
8 Versuchspersonen untersucht. 

Die Versuche haben gezeigt, daB aus zerkauten rohen und 
gekochten Mohrriiben nur 2—5°/, des Carotins beim Menschen 
resorbiert werden, wihrend der Hauptteil mit den Faeces abgeht. 

Aus fein geriebenen Mohrriiben verschwindet bedeutend mehr 
Carotin, von 4—86°/, wechselnd. Bei den meisten Versuchs- 
personen lagen die Werte ungefihr zwischen 15—20°/,. Nur bei 
einer stieg er auf 862/,. 

Beim Aufbewahren der Faeces bei 87° und bei Zimmer- 
temperatur konnte eine Zerstérung des Carotins nicht festgestellt 
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werden. Demzufolge hat man guten Grund zur Annahme, daf 
der Unterschied zwischen dem mit der Nahrung eingenommenen 
und dem mit den Faeces abgegangenen Carotin resorbiertes 
Carotin ist. : 
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(Der Schriftleitung zugegangen am 6. April 1941) 





Vor einiger Zeit erschien von G. Higler’) im Archiv fir 
Ohren-, Nasen- und Kehlkopfheilkunde eine Arbeit, Uber die Wirkung 
der Speichelamylase vor und nach der Tonsillektomie“, worin der 
Nachweis gefiihrt wird, dab die Amylasewirkung des Speichels nach 
der Tonsillektomie, und zwar besonders am 12. und 13. Tag nach 
der Operation betriichtlich abnimmt. Eine Anregung von Prof. 
G. Hofer, Vorstand der Universitits-Ohrenklinik in Graz, gab 
mir nun die Méglichkeit, den von G. Eigler an 16tonsillektomierten 
Patienten erhobenen Befund nachzupriifen. Eigler stellte fest, 
da8 an allen Patienten die Diastasewirkung bis zum 9. Tag nach 
der Operation keine wesentliche Anderung zeigte, daB aber bei 
2 Patienten, die er am 12. und 13. Tag nach der Operation 
untersuchte, ein auffilliges Absinken der Diastasewerte zu beob- 
achten war. | 

In einer anderen Arbeit?) ,,Die Funktion des lymphatischen 
Rachenringes“ wendet Eigler in Versuchen, die sich mit der dia- 
statischen Wirkung yon Tonsillenextrakten beschiftigen, ebenso wie 
in der zuerst zitierten Arbeit die Originalmethode nach Wohl- 
gemuth in einer etwas modifizierten Form an. Die Werte fir 
die diastatische Kraft (D‘”), die Eigler aus Tab. 6 der angefihrten 
Arbeit errechnet, sind schwer nachzurechnen, da er als Berech- 
nungsréhrchen nicht immer dasselbe Réhrchen verwendet. Nach 
der Originalmethode yon Wohlgemuth®) ist das Limesréhrchen 
exakt zu bestimmen und aus dem ihm vorangehenden die Berech- 
nung durchzufiihren. Daf OrganpreBsiafte bzw. Organextrakte die 
Jodfarbung oft verschwinden lassen, kann nach Wohlgemuth 
leicht dadurch behoben werden, daB so lange Jodlésung zugesetzt 
wird, bis die Farbung bestehen bleibt. 
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An 8 Fallen von Tonsillektomie, die mir Prof. Hofer liebens. 
wirdigerweise zur Verftigung stellte, hatte ich Gelegenheit z 
eigenen Versuchen. 


Der Speichel wurde einheitlich immer morgens niichtern durch ein- 
faches AusflieBenlassen unter Kaubewegungem gesammelt und anschlieBend 
untersucht. Es wurde nur die klare Speichelfliissigkeit verwendet und zu- 
nichst kolorimetrisch (Lyphanpapier) der pq-Wert der einzelnen Speichel- 
arten festgestellt. Dabei ergab sich, da8 eine Anderung des py-Wertes auch 
nach 1—2 Tagen nicht eintrat. 

Der Speichel wurde bei jedem Patienten am Operationstag vor der 
Operation untersucht, dann 4 Tage nach der Operation, 12 bzw. 13 baw. 
14 Tage spiter und schlieBlich nicht einheitlich nach 4—5 Wochen und zwar 
nach der Originalmethode von Wohlgemuth’). Die Fermentverteilung auf 
12 Réhrchen nahm ich in 1°/,iger Natriumchloridlésung vor, da, wie schon 
Wohlgemuth*) feststellte, die Diastasewirkung beim Arbeiten im Kochsalz- 
medium optimal ist. 

Nach der Fermentverteilung wurden zu jedem Réhrchen 5 ccm einer 
1°, igen Stirkelésung zugesetzt (Zulkowsky-Stirke) und die Réhrchen auf 
15 Minuten in ein Gefa8 mit Eis gebracht, hierauf eine Stunde bei einer 
konstanten Temperatur von 40° im Wasserbad gelassen und anschlieBend 
wieder auf 10 Minuten in ein Gefa8 mit Eis gebracht, um die Fermentwirkung 
in allen Réhrchen gleichzeitig zu unterbrechen. Nach Zusatz von 2 Tropfen 
n/10-Jodjodkaliumlésung zu jedem Réhrchen wurden sie mit destilliertem 
Wasser bis zum Rande gefiillt und das Limesréhrchen bzw. Berechnungs- 
réhrchen ermittelt. Die Berechung geschah nach der Originalmethode von 
Wohlgemuth. Dé = 625, gibt z. B. also an, daB von dem betreffenden 
Speichel bei einer konstanten Temperatur von 40° in einer Stunde 625 ccm 
1°/,iger Stérkelésung abgebaut werden. Es wurden immer Doppelbestimmungen 
ausgefiihrt, um die Fehlerquellen so gering als méglich zu halten. Im Falle 
1 und 2 wurden auch nach 24, bzw. 48 Stunden Diastaseversuche angesetzt, 
die keine Anderung gegeniiber dem zuerst ermittelten Wert ergaben. 


















































Tabelle 1 
Diastasewerte am Tage der Operation, Speichel morgens niichtern untersucht 
mS Ren a Réhrechen Nr. — 
1/2/3/4|5|6|7|8|9|10|11|12 
1 H.S., 18 Jahre | 6,8—7] —|—|-—/-—|-|-|-| o|/+/a/9/@ 625 
2 S. W., 27 Jahre 7,2 | —|\-|-|-|-|-—|—|o/+/¢/6/9 625 
3 S.G., 19 Jahre 7,2 J—|-—|-|/-|-|-|-|—lo|oj/+/+4+ 1666 
4 G.E., 20 Jahre 7,00 |-|-|-|-|-|—|-|o|+/6/6/9 625 
5 U.H., 25 Jahre 74 |-|-|\-|-|-|/-|-| 0 |+/ 9/9/90 625 
6 S.M., 32 Jahre 7,0 | —-j|-—|-—|-|-—/-—|-|-'-|o/+/@ 2500 
7 | FG, 25 Jahre | 7,2 | -—|-|-|-|-|-|-lol+lelaie 625 
8 | S.A, 35Jahre | 7,2 | -/-/-|-/-/-|-|-lol4lela] 1250 
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Die Tab. 1 gibt nun die Diastasewerte der 8 Patienten am 
Tage der Tonsillektomie vor der Operation an. Die Berechnung 
erfolgte aus dem mit o bezeichneten Rohrchen. 


In Tab. 2 sind die in verschiedenen Zeitabstinden nach der 
Operation vorgenommenen Untersuchungen zusammengefaBt und in 
der letzten Spalte in Prozenten die Anderung der diastatischen 
Kraft im Verhiltnis zum Diastasewert vor der Tonsillektomie an- 


gegeben. 

Aus Tab. 2 ist ersichtlich, daB die Anderungen der diasta- 
tischen Kraft nach der Operation, besonders aber am 12.—15. Tag 
durchaus nicht gesetzmaBig verlaufen, sondern daB die diastatische 
Kraft ganz unregelmiBig zu- oder abnimmt oder auch gleich bleibt, 
Im Falle 1 war am 15.Tage eine Zunahme um 92°/,, im Falle2 
am 14. Tage eine Abnahme um 50°/,, im Falle 3 eine Zunahme 
um 50°/, festzustellen. Im Falle 4, 6 und 7 trat tiberhaupt keine 
Anderung ein. 

Es muB sich also bei den 2 Patienten EKiglers, die er am 
12. und 13.Tag nach der Operation untersuchte, um Zufallswerte 
handeln; denn bei meinen Fallen ist bei den Patienten, die am 
12. bzw. 13. Tag untersucht wurden, iiberhaupt keine Anderung der 
diastatischen Kraft festzustellen, mit einer einzigen Ausnahme. Es 
ist auch wohl nicht anzunehmen, daB gerade am 12. und 13, Tag, 
also nach Abheilen der Tonsillektomiewunden, ein Absinken ein- 
treten sollte, welches nicht auch noch am 14. bzw. 15. Tag nach- 
zuweisen wire. : 


Zum Fall 7 ist noch zu bemerken, daB trotz sehr schwan- 
kender p,-Werte (von 5,8—7,2) immer dasselbe Ergebnis ermittelt 
wurde. In keinem Falle hatte ich durch Neutralisation versucht, 
auf annihernd den gleichen p,-Wert zu kommen’). 


Zusammenfassung 


An 8 erwachsenen Patienten wurde am Tag der Tonsillektomie 
vor der Operation und dann am 4.Tag nach der Operation die 
diastatische Kraft des gemischten Mundspeichels bestimmt. Eben- 
so wurde bei den 8 Patienten zwischen dem 12. und dem 15. Tag 
und auch nach 4—5 Wochen die Bestimmung wiederholt. Bei 
einigen (Fall 1, 2, 3 und 5) wurde wohl eine Anderung der diasta- 
tischen Kraft gefunden, doch inderte sie sich ganz unregelmabig, 
nahm einmal zu (Fall 1 und 3), das andere Mal (Fall 2 und 5) 
ab; wieder andere Fille zeigten itiberhaupt keine Anderung der 
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diastatischen Kraft. Die Abnahme von 4°/, im Falle 8 ist prak- 
tisch zu vernachlassigen. 


Der Befund EHiglers, daB die diastatische Kraft des Mund- 
speichels am 12. und 13. Tage nach der Operation betrichtlich 
abnimmt, konnte nicht bestatigt werden. 


An dieser Stelle méchte ich auch Herrn Dr. Oser fiir seine liebens- 
wirdige Unterstiitzung danken. 
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Die colorimetrische und enzymatische Bestimmung des Histidins 


Von 


S. Edlbacher, H, Baur, H. R. Staehelin und A. Zeller 
Mit 1 Figur im Text 


ee 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Basel) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Juli 1941) 


1. Colorimetrische Bestimmung des Histidins 

Hanke und Koessler?) haben die von Pauly gefundene 
Farbenreaktion des Histidins mit Diazobenzolsulfoséure bekanntlich 
zu einem colorimetrischen Verfahren auszubauen versucht. Nun 
entstehen bei der Kupplung von Histidin mit Sulfanilsiure mehrere 
Farbstoffe gleichzeitig, indem sich héchstwahrscheinlich Mono-, 
Di- und auch Triazoverbindungen bilden kénnen. Auch bei pein- 
licher Einhaltung gleicher Reaktionsbedingungen hangt der er- 
haltene Farbton von unberechenbaren Nebenumstianden ab, so dab 
niemals die Bedingungen des Beerschen Gesetzes erfiillt sind. In 
zahlreichen unver6ffentlichten Versuchen hatte der eine von uns 
dies immer wieder feststellen kénnen. Man kann also bei der An- 
wendung von Diazobenzolsulfoséure nur eine ganz approximative 
Bestimmung des Histidins durchfiihren. Auf die zahlreichen ver- 
schiedenen Verbesserungsvorschlége zu dieser Methode wollen wir 
daher hier gar nicht naéher eingehen. 

Eine zweite Moglichkeit zur colorimetrischen Bestimmung 
bietet die Knoopsche Reaktion, die bekanntlich in einer Bro- 
mierung des Histidins besteht. Wird die bromierte Histidinlésung 
erwarmt, so bildet sich ein brauner Farbstoff. Fiihrt man die Bro- 
mierung mit Bromeisessig aus und alkalisiert man beim Erwarmen 
mit Ammoniak und Ammoniumcarbonat, so erhalt man violette 
Farbténe. In einer Reihe von Veréffentlichungen hat R. Kapeller- 
Adler?) mit der genannten Variante der Knoopschen Reaktion 
ein colorimetrisches Verfahren zur Bestimmung des Histidins be- 
schrieben. In zahlreichen unveréffentlichten Versuchen konnten wit 





1) J. of biol. Chem. 59, 803 (1924). 
2) Biochem. Z. 264, 131 (1933); Klin. Wschr. 18, 1200 (1934). 
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uns immer wieder itiberzeugen, daB diese Kapeller-Adler- 
Methode keine zuverlissigen Werte gibt. Die Ungenauigkeit liegt 
in der Durchfiihrung der Bromierung. Der geringste Uberschu8 von 
Brom beeinfluBt den entstehenden Farbton in weitgehendem Mabe, 
so daB rote bis tiefviolette H'arbténe mit der gleichen Histidinmenge 
erhalten werden kénnen. Die Kapeller-Adler-Methode kann 
also auch nur ganz approximative Schatzungen des Histidingehalts 
erméglichen. Insbesondere haben Tschopp und Tschopp?) in 
unserem Institut Vergleichsversuche in vielen Hunderten von 
Harnen durchgefiihrt, wobei nur Annéherungswerte erhalten werden 
konnten. Endlich hat Racker *) auch in letzter Zeit die Kapeller- 
Adler-Methode zu variieren versucht. Die Nachpriifung dieses 
Verfahrens erwies sich ebenfalls als unbefriedigend. | 


Da es nun fiir unsere Untersuchungen iiber den intermediaren 
Stoffwechsel des Histidins von gréBter Bedeutung war, eine exakte 
Methode zur Bestimmung dieser Aminoséure zur Verfiigung zu 
haben, welche es gestattet, den in den Lésungen verbleibenden 
Histidinrest zu ermitteln, versuchten wir ein neues Prinzip in die 
colorimetrische Histidinbestimmungsmethode einzufiihren. Den 
Ausgangspunkt fiir diese neue Methode bildete die folgende Uber- 
legung: Das Histidin wird mit einer Diazoniumlésung in einen 
Azofarbstoff tibergefiihrt, und dieser gebildete Azofarbstoff wird 
nun in ein stabilisierendes, organisches Lésungsmittel ibergefiihrt. 
In dieser organischen Lésung, in der also der Farbstoff keine Ver- 
énderung mehr erfahrt, wird nun die colorimetrische Bestimmung 
ausgefiihrt. Dementsprechend ist die Sulfanilsdure fiir diese Zwecke - 
ungeeignet, denn die Sulfosiuregruppe des Azofarbstoffs macht ihn 
in organischen Lésungsmitteln unléslich. Wir wendeten deshalb 
zuerst das 1,2,4-Dichloranilin an, das schon im Jahre 1909 von 
Hans Fischer bei seinen Untersuchungen tiber die Purine Ver- 
wendung fand. Der aus diazotiertem Dichloranilin und Histidin 
in alkalischer Lésung gebildete Azofarbstoff lé8t sich sehr leicht 
aus den Gemischen mit Butylalkohol oder Amylalkohol ausschit- 
teln. Im Anfang unserer Untersuchungen wurde die im folgenden 
beschriebene Methode mit dem genannten 1,2,4-Dichloranilin aus- 
gearbeitet, jedoch zeigte sich bald, daB die Verwendung des Di- 
chloranilins gewisse Nachteile in sich birgt. Es zersetzt sich sehr 
leicht, so daB bei der Diazotierung Triibungen entstehen kénnen. Aus 


eee 





1) Biochem. Z. 298, 206 (1938). 
*) Biochemic. J. 84, 90 (1940). 
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diesem Grunde gingen wir dann dazu iiber, an seiner Stelle p-Mono- 
chloranilin zu verwenden. Die mit dieser Substanz erhaltenen 
Diazoniumlésungen zeigten niemals Triibung und ergaben, wie 
weiter unten noch mitgeteilt werden wird, vorziigliche Resultate. 
Der erhaltene Azofarbstoff wird in butylalkoholischer Lésung stufen- 
photometrisch bestimmt. Wir iibergehen die zahlreichen Versuche, 
die wir noch in dieser Richtung durchfiihrten, da sich das p-Mono- 
chloranilin am besten geeignet zeigte. Die Methode, die beschrieben 
werden wird, gestattet es, noch etwa 6 y Histidin pro Kubikzenti- 
meter zu bestimmen. Trotzdem diese Methode nicht so spezifisch 
ist wie die auf der Knoopschen Reaktion basierende Kapeller- 
Adler-Methode, bietet sie den enormen Vorteil, daB die erhaltenen 
Farbténe konstant sind und daB das Beersche Gesetz erfiillt wird. 


Beschreibung der Methode 


Alle Reaktionen werden mit Lésungen durchgefiihrt, die vorher langere 
Zeit in Eiswasser oder im Eisschrank gestanden sind. 

Diazoldsung I: 0,5 g p-Monochloranilin und 5 ccm konzentrierte Salz- 
siure mit Wasser auf 200 ccm aufgefiillt. 

Diazolosung IT: 0,5°/, Natriumnitrit in waBriger Lésung. 

Diazoreagenz: Man mischt 2 Teilesalzsaures p-Monochloranilin (Lésung1) 
mit einem Teil der Natriumnitritlésung (Lésung II). Wahrend der ganzen 
Manipulation werden sémtliche Lésungen in Eiswasser kalt erhalten. 


m/20 Natriumcarbonatlésung: 0,53°/, wasserfreies Natrium- 
carbonat. 

Ausfiihrung der Reaktion: 1 ccm der auf Histidin zu bestim.- 
menden Lésung (bei histidinhaltigem Harn ist der Harn auf 
1:100 zu verdiinnen) wird in einem Rundkélbchen von 50 cem In- 
halt mit 5 ccm der 0,58°/,igen Sodalésung versetzt und dazu aus 
einer Birette 0,5 ccm Diazoreagens unter Umschwenken tropfen- 
weise zugesetzt, so da8 kein lokaler Saéureiiberschu8 entsteht. Nun 
stellt man das Kolbchen fiir 8 Minuten in einen kleinen Stutzen, 
der bis zu zwei Drittel mit Hiswasser gefiillt ist. Nach dieser Zeit 
setzt man genau 10 ccm normalen Butylalkohol zu und schiittelt 
das Kélbchen kraftig um. Der gebildete Azofarbstoff geht voll- 
kommen in den Butylalkohol. Man la8t unter weiterer Kithlung 
die Flissigkeit sich entmischen und filtriert den Butylalkohol durch 
ein trockenes Faltenfilterchen in ein trockenes Reagenzglas ab. So- 
bald der Azofarbstoff in den Butylalkohol aufgenommen ist, bleibt 
der Farbton mindestens 1 Stunde konstant. Zur photometrischen 
Bestimmung fillt man eine Kiivette von 5mm Schichtdicke. 
Parallel dazu fiihrt man den Vergleichsversuch als Leerversuch 
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ohne Histidin durch, indem man an Stelle der Histidinlésung 1°ccm 
Wasser mit den Reagentien versetzt. Wird die Bestimmung im 
Harn ausgefiihrt, wie das in den folgenden Mitteilungen beschrieben 
wird, so verwendet man als Leerversuch 1 ccm Harn der gleichen 
Tierart, der auf das Hundertfache verdiinnt wurde. Diese Ver- 
gleichslésung stellt man, wie erwahnt, als Parallelkiivette in das 
Stufenphotometer. Als Filter verwendet man das Spezialfilter 
§ 45. Mit diesem Filter eliminiert man den allergré8ten Teil der 
Absorption der im Leerversuch entstehenden farbigen Verbin- 
dungen. Man stellt sich zunachst eine Hichkurve auf, indem man 
steigende Mengen von m/1000-Histidinchlorhydratlésung in den 
unten angefiihrten Konzentrationen verwendet. Das Ausschiitteln 
des gebildeten Azofarbstoffs mit Butylalkohol im Rundkélbchen 
hat sich bei Serienversuchen als viel praktischer erwiesen als die 
Verwendung von kleinen Schiitteltrichtern. 




































































Beispiel einer Eichkurve 4 

Standard ccm Qs V 
m/1000 Histidin- | Ablesung | Extinktion fi 
chlorhydrat 7 
Leerwert 98,8 nie “ | / 

0,2 65,0 0,187 

0,4 45,7 0,340 s m / 

0,6 35,0 0,456 s 7 

0,8 23,0 0,631 8 LA 

1,0 16,4 0,785 

Q2 & 0 4% Io 
con Histidinlésung Q001m 


2. Enzymatische Bestimmung des Histidins 

Durch die von 8S. Edlbacher?) in der Leber gefundene Histi- 
dase wird das Histidin bei p,, 8,0 unter Ammoniakbildung hydro- 
lytisch zerlegt. Es wurde diese Zersetzungsmethode, die wir seit 
Jahren in unserem Institut handhaben?), in einer Anzahl von 
friheren Arbeiten ausfiihrlich geschildert. Wir erachten es aber 
als vorteilhaft, hier nochmals eine genau detaillierte Darstellung 
dieser Methode zu geben, da bei AuBerachtlassung verschiedener 
Bedingungen Fehler gemacht werden kénnen. Bei der Spaltung 
wird ein Aquivalent Ammoniak frei, und es bildet sich auBerdem 
ein durch Natronlauge leicht zersetzliches Zwischenprodukt. Wenn 





*) Diese Z. 157, 106 (1926). 
*) Diese Z. 191, 225 (1930); 195, 267 (1931); 224, 261 (1934). 
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man dementsprechend eine Lésung von natiirlichem I-Histidin mit 
Leberextrakt 24 Stunden digeriert, dann die Lésung mit Natron- 
lauge stark alkalisiert und nun durch Durchblasen von Luft das 
Ammoniak nach Folin zur Titration bringt, werden zwei Drittel 
des vorhandenen Histidinstickstoffs der Bestimmung zugefiihrt (so- 
genannten ,,Laugenfolin“ im Gegensatz zum ,,Sodafolin‘‘, bei dem 
nur ein Aquivalent Stickstoff zur Bestimmung gelangt). Wie wir 
in ausfiihrlichen Versuchen ermittelt haben, kann man aus einer 
Histidinlésung von entsprechender Konzentration 90°/, des Histi- 
dins auf diese Weise enzymatisch bestimmen. Man mu8 dement- 
sprechend zu den gefundenen Ammoniakwerten 10°/, addieren, um 
die theoretische Menge von zwei Drittel des Histidinstickstoffs zu 
erhalten. Dies ist eine empirische Methode, die aber in der unten 
beschriebenen Ausfiihrung mit grofer Exaktheit zur Bestimmung 
von natiirlichem |-Histidin Verwendung finden kann. Da diese en- 
zymatische Methode streng spezifisch fiir natiirliches 1-Histidin ist, 
und da keine andere Imidazolverbindung und auch das d-Histidin 
von Histidase nicht angegriffen wird, gestattet diese Methode den 
eindeutigen Nachweis, ob die auf colorimetrischem Wege ermittelten 
Histidinmengen wirklich als natiirliches ]-Histidin anzusprechen 
sind, oder ob es sich um andere Imidazolverbindungen handelt, die 
selbstverstindlich bei der colorimetrischen Methode mitbestimmt 
worden waren. In der folgenden Mitteilung haben wir deshalb die 
beiden Methoden dazu verwendet, um festzustellen, ob bei Histidin- 
belastungsversuchen unverandertes Histidin oder andere Imidazole 
ausgeschieden werden. 

Die Kombination der beiden Methoden gestattet es auch, den 
endgiiltigen Beweis zu fithren, daB bei der Histidasespaltung das 
hydrolytisch entstandene Ammoniak wirklich aus dem Imidazol- 
ring stammt und nicht etwa aus der «-Aminogruppe des Histidins. 
In demselben Ma8e wie bei der Histidasespaltung Ammoniak auf- 
tritt, nimmt die Intensitaét der Diazoreaktion ab. Dies kann nur 
durch eine Aufspaltung des Imidazolrings erklart werden’). 

Wir werden in einer kommenden Mitteilung diese Verhiltnisse 
ausfiihrlich darstellen. 


Beschreibung der Methode 
Histidaselésung; Die Leber von zwei Ratten wird mit dem 
doppelten Gewicht an Quarzsand im Mérser fein verrieben, wobei 
man nicht zu rasch reiben darf, um den Organbrei nicht zu erhitzen. 





1) E. u. Neber, Diese Z. 224, 261 (1934). 
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Nun versetzt man mit der vierfachen Menge m/15-Phosphatpuffer 
Py 8,0, verrtihrt etwa 5 Minuten damit und zentrifugiert die ab- 
gegossene Lésung 10 Minuten. Die tiberstehende wiBrige Fliissig- 
keit ist die zu verwendende Histidaselésung. 

2ccem Histidinlésung, welche in bezug auf ihren Gehalt etwa 
1/,,n sein muf (bei Verwendung von Histidinchlorhydrat muB dies 
vorher neutralisiert werden), versetzt man mit 13 ccm m/15-Phos- 
phatpuffer p,, 8,0 und 5 ccm der oben genannten Histidaselésung. 
Man iiberschichtet mit 1 ccm Toluol und exponiert die Lésung im 
Wasserthermostaten 24 Stunden bei 38° Die Spaltung wird in 
oroBen Reagenzglisern von etwa 30mm Weite und 20cm Linge 
durchgefiihrt. Wahrend der Spaltung bleiben die Glaser mit einem 
Korkstopfen leicht verschlossen. Nach 24 Stunden beschickt man 
eine gleiche Serie von Reagenzglasern mit je 30 ccm n/50-Schwefel- 
siure, der man etwa 5 Tropfen Methylrotlésung und 3—4 Tropfen 
sekundaren Octylalkohol zusetzt. Die Spaltungsansiatze werden zu- 
erst mit 5 Tropfen primarem Octylalkohol versetzt, dann 14Bt man 
aus einer Pipette je 2ccm 30°/,ige Natronlauge zuflieBen, ver- 
schlieBt die Reagenzgliser sofort mit einem entsprechenden Destil- 
lationsaufsatz, bei dem das eine Rohr bis zum Boden der Fiissig- 
keit eintaucht, wihrenddem das andere Rohr mit einem etwa 20 cm 
langen Gummischlauch mit der Vorlage verbunden wird, auf die 
man ebenfalls einen solchen doppelt durchbohrten Kautschuk- 
stopfen aufsetzt, der ebenfalls zwei Réhrchen tragt, von denen das 
eine in die Saure eintaucht und das andere als Ableitungsrohr Ver- 
wendung findet. Man kann auf diesem Wege bis zu zw6lf Rohr- 
paare in passenden Holzgestellen hintereinanderschalten. Vor der 
letzten Probe wird eine Waschflasche mit verdiinnter Schwefel- 
siure und einigen Tropfen Octylalkohol vorgeschaltet, damit die 
nachher durchgesaugte Luft von Ammoniak frei ist. Man beginnt 
in der Weise, daB man eine Wasserstrahlpumpe voll aufdreht, der 
Schlauch der Wasserstrahlpumpe fihrt zu einem Glashahn, der in 
geeigneter Weise auf einem Stativ befestigt ist, und der so emregu- 
liert wird, daB zunichst bei ganz gedffneter Pumpe ein schwacher 
Luftstrom durchgesaugt wird. Nun beginnt man mit dem Alkali- 
sieren der ersten Probe, schaltet sie an die Vorlage an und so fort. 
Sobald alle Réhren hintereinandergeschaltet sind, 6ffnet man den 
Glashahn vorsichtig so weit, daB ein kraftiger Luftstrom durch alle 
Robren durchgesaugt wird, der gerade so stark sein muB, daB die 
Flissigkeiten nicht spritzen. Das Durchsaugen der Luft dauert 
2*/2 Stunden. Dann lést man vom letzten Rohr beginnend, gegen 
Lg 
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alle Schlauchverbindungen vorher immer mit € en Gly- 
cerin gut zu fetten, damit sie gut gleiten d ¢ , i) Man 
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Réhrchen mit einigen Kubikzentimete ie.! 
n/50-Natronlauge auf deutlich gelby f 
ausgefiihrte Ammoniakbestimmiai 
Jahren in Tausenden von Verm 
Sorge tragen, da8B die erwar 
20 cem n/50-Saure verbrg 
ota Weise We 
oder — 1/6 ccm Y + ff 
Bei der Bestia 
in irgendwelchem © 
natiirlich davem @ 
richtig splay 
Rohrchen malt, i 
lésung ( (=e 


wir, wie 

Es werdem 7 
N-Aquivalent 1 
spielen, we Elst 
beschriebenem - 


gendem # 











165 


Uber das Verhalten von l- und d-Histidin im Tierkérper 


Von 


S. Edtbacher, H. Baur and H. R. Stachelin 


(Aus dem Physiologiseh-chemischen Institut der Universitit Basel) 
(Der SehrifVeitung sugegangen am 16. Juli 1941) 


Der wichtigste bekannte Abbauweg, den das Histidin im Tier- 
korper erleidet, ist wahrschemhch der der hydrolytischen Spaltang 
in der Leber durch die von Edlbacher und seinen Mitarbeitern’) 
beschriebene Histidase. Dieser Abbau fahrt zanachst mi einer 
midazolringspaltung und l&6t dann wahrscheinlich mm Organismus 
benfalls |-Glutaminsaure entstehen, wie sie im vitro-Versuchen bei 
br praéparativen Aufarbeitung isoliert werden konnte. E. Abder- 
alden und Hanson®) konnten diese Hauptresultate bestétigen. 
in weiterer Abbauweg des Histidins ist die Decarboxylherung 

h die von P. Holtz*) wad von Wehrle*) beschriebene Histidin- 
carboxy ger Nieve. Er fihrt zw Histamin. Bloch und 
Dé . We j waserm Institut schon vorher zeigen kénnen, 

men zu einer verstarkten Speicherung von Hista- 
binchenlange fihrt. Edlbacher und Simon ®) 
fauch geigen, daB auch das d-Histidin, allerdings 
ir Ausma8’, zu Histaminspeicherung fiihren kann. 
Bbauwee des Histidins ist die «Desaminierang, 
Bke und Konishi”®) sowie von Kiyokawa) nach- 
; und zur Bildung von Urocaninsiure fihrt. 
 Tierart und der Art der Verabreichung konnten die 
Mal die Urocaninséiure im Harn finden. Die von 
Shriebene |-Aminosiéureoxydase wirkt nach unseren 
fitro auf Histidin nicht em. Uberlebende Nieren- 
P mit natiirlichem Histidin kem Ammoniak. Wenn 


m 191, 225 (1930); 195, 267 (1981); 224, 261 (1934). 
forsch. 15, 274 (1987). 3) Diese Z. 262, 111 (1939). 
» Z. 304, 201 (1989). 5) Diese Z. 239, 236 (1936). 
28, 411 (1940). 7) Diese Z. 122, 230 (1922). 
219, 33 (1938). 
, 207, 191 (19338); Biochemic. J. 29,. 1620 (1935). 














164 S. Edlbacher u. Mitarb., Bestimmung des Histidins 

den Glashahn zu, die Schlauchverbindungen. Es empfiehlt sich, 
alle Schlauchverbindungen vorher immer mit einem Tropfen Gly- 
cerin gut zu fetten, damit sie gut gleiten und dicht schlieBen. Man 
nimmt die Hinsitze von den Vorlagen, spritzt die eintauchenden 
Roéhrchen mit einigen Kubikzentimeter Wasser aus und titriert mit 
n/50-Natronlauge auf deutlich gelb. Diese im Prinzip nach Folin 
ausgefiihrte Ammoniakbestimmung haben wir im Lauf von vielen 
Jahren in Tausenden von Versuchen erprobt. Man mu8 dafiir 
Sorge tragen, daB die erwartete Ammoniakmenge nicht mehr als 
20 ccm n/50-Saéure verbraucht, dann liefert die Methode in der an- 
gegebenen Weise Werte, die untereinander um nicht mehr als + 
oder — 4/,) ccm variieren. 

Bei der Bestimmung des Histidins auf enzymatischem Wege 
in irgendwelchen Organextrakten, Harn, Blut usw. mu8B man sich 
natiirlich davon iiberzeugen, daB die verwendete Histidaselésung 
richtig spaltet. Man fiihrt deshalb bei jeder Versuchsserie zwei 
Roéhrchen mit, in denen man jedesmal 2 ccm neutraler Histidin- 
lésung (m/10) mitbestimmt. Bei derartigen Versuchen erhielten 
wir, wie oben erwaihnt, Werte, welche 90°/, des Histidins gaben. 
Es werden zwei Drittel des Histidin-N erhalten, da das dritte 


N-Aquivalent nicht als Ammoniak frei wird. Eine Reihe von Bei- 
spielen, wo Histidin enzymatisch und colorimetrisch nach den oben 
beschriebenen Methoden bestimmt wurde, findet sich in der fol- 
genden Abhandlung. 
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Uber das Verhalten von l- und d-Histidin im Tierkérper 


Von 


S. Edlbacher, H. Baur und H. R. Staehelin 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Basel) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Juli 1941) 








Der wichtigste bekannte Abbauweg, den das Histidin im Tier- 
kérper erleidet, ist wahrscheinlich der der hydrolytischen Spaltung 
in der Leber durch die von Edlbacher und seinen Mitarbeitern?) 
beschriebene Histidase. Dieser Abbau fiihrt zunachst zu einer 
Imidazolringspaltung und 1é8+ dann wahrscheinlich im Organismus 
ebenfalls 1-Giutaminsaure entstehen, wie sie in vitro-Versuchen bei 
der praparativen Aufarbeitung isoliert werden konnte. E. Abder- 
halden und Hanson?) konnten diese Hauptresultate bestatigen. 
Kin weiterer Abbauweg des Histidins ist die Decarboxylierung 
durch die von P. Holtz*) und von Wehrle‘) beschriebene Histidin- 
decarboxylase der Niere. Er fihrt zu Histamin. Bloch und 
Pinésch5) haben in unserm Institut schon vorher zeigen kénnen, 
daB Histidininjektionen zu einer verstaérkten Speicherung von Hista- 
min in der Meerschweinchenlunge fiihrt. Edlbacher und Simon ®) 
konnten weiterhin auch zeigen, daB auch das d-Histidin, allerdings 
in ganz minimalem Ausma8, zu Histaminspeicherung fiihren kann. 
Kin weiterer Abbauweg des Histidins ist die «-Desaminierung, 
welche von Kotake und Konishi’) sowie von Kiyokawa 8) nach- 
gewiesen wurde, und zur Bildung von Urocaninsaure fihrt. 

Je nach der Tierart und der Art der Verabreichung konnten die 
Autoren manchmal die Urocaninsaéure im Harn finden. Die von 
A. Krebs ®) beschriebene ]-Aminoséureoxydase wirkt nach unseren 
Versuchen in vitro auf Histidin nicht ein. Uberlebende Nieren- 
schnitte bilden mit natiirlichem Histidin kein Ammoniak. Wenn 





1) Diese Z. 191, 225 (1930); 195, 267 (1931); 224, 261 (1934). 


*) Fermentforsch. 15, 274 (1937). 3) Diese Z. 262, 111 (1939). 
*) Biochem. Z. 804, 201 (1939). 5) Diese Z. 239, 236 (1936). 
*) Naturw. 28, 411 (1940). 7) Diese Z. 122, 230 (1922). 


8) Diese Z. 219, 33 (1933). 
*) Diese Z. 217, 191 (1933); Biochemic. J. 29, 1620 (1935). 
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also eine Bildung von Urocaninséure stattfindet, so miissen im 
Organismus ganz andere Verhiltnisse herrschen, die diese Ver- 
bindung entstehen lassen. Wir werden weiter unten auf dieses 
Problem noch zuriickkommen. Uber den EinfluB von d-Amino- 
siureoxydase auf Histidin werden wir in einer spéteren Mitteilung 
berichten. Hine oxydative Desaminierung des Histidins durch ver- 
schiedene Bakterienarten wurde schon vor langerer Zeit von 
Raistrik4) beschrieben. Edlbacher und F. Litvan?) konnten 
in Fortsetzung dieser Versuche von der Haut der Ratte ein coli- 
artiges Bacterium ziichten, welches aerob Histidin und Arginin 
desaminiert. Bei dieser bakteriellen Zersetzung wird ebenfalls der 
Imidazolring geéffnet. Endlich sei noch erwéhnt, daB Borghi’) 
und seine Mitarbeiter glaubten, in der Haut der Ratte einen Des- 
aminierungsort fiir Histidin und andere Aminos&uren gefunden zu 
haben. Unsere bisherigen Untersuchungen kénnen diese Ergebnisse 
Borghi’s nicht bestatigen. Eine wichtige Higentiimlichkeit des 
Histidinabbaus ist die absolute optische Spezifitét der Leberhisti- 
dase. W&hrenddem wir zeigen konnten‘), da die Arginase unter 
geeigneten Bedingungen auch d-Arginin spaltet, findet eine d-Histi- 
dinspaltung durch Histidase nicht statt. Im Gegenteil, in Ver- 
suchen von Edlbacher und Baur) konnte gezeigt werden, daB 
d-Histidin die |-Histidinspaltung enorm hemmt, und da8 auch 
andere Imidazolderivate die gleiche Eigenschaft haben. Uber diese 
eigentiimliche antipodische Hemmung bei anderen enzyma- 
tischen Spaltungen werden wir in einer folgenden Mitteilung be- 
richten. Endlich sei auch noch daran erinnert, daB E. Abder- 
halden®*), P. Holtz und G. Triem’”) sowie Edlbacher und 
v. Segesser§8) einen oxydativen Abbau des Histidins durch As- 
corbinsaéure bei Gegenwart von Eisen oder Hamin als Katalysator 
beobachten konnten. 

Endlich zeigt die menschliche Gravide das Phaénomen der 
Histidinurie. Diese wurde von Firth und Kapeller-Adler?®) zu- 
erst beschrieben. Nachdem schon Abderhalden und Hanson 
Belastungsversuche am Kaninchen mit l- und d-Histidin durch- 





1) Biochemic. J. 18, 446 (1919). 

*) Schweiz. med. Wschr. 71, 297 (1941). 

8) Sperimentale 92, 89 (1938); ebenso 1937 und 1939. 
*) Diese Z. 242, 253 (1936). 5) Diese Z. 265, 61 (1940). 

6) Fermentforsch. 15, 285, 360 (1937); Wien. klin. Wschr. 1937, Nr. 21. 
7) Diese Z. 248, 1 (1937). 8) Biochem. Z. 290, 370 (1937). 
*) Biochem. Z. 264, 131 (1933); Klin. Wschr. 18, 1280 (1934). 
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gefiihrt hatten, welche zeigten, da8 man einen groBen Teil des ver- 
abreichten Histidins im Harn wiederfinden kann, erschien es uns 
geLoten, an Hand von Belastungsversuchen am Tier die Histidin- 
ausscheidung nach parenteraler Verabreichung dieser Aminosadure 
einer systematischen Untersuchung zu unterziehen, da wir durch 
die beiden in der vorigen Abhandlung beschriebenen Histidin- 
bestimmungsmethoden nun in der Lage waren, dieses Problem der 
experimentellen Priifung zuzufihren. 


I. Teil 


Belastungsversuche von mannlichen Meerschweinchen mit 
l- und d-Histidin, ausgefiihrt von H. Baur 

Ausgewachsenen mannlichen Meerschweinchen wurden pro 
100 g K6érpergewicht bestimmte Mengen von 1- oder d-Histidin- 
chlorhydrat in optisch reiner Form und in neutraler Lésung sub- 
cutan injiziert. Die Tiere wurden bei normaler Kost in Stoffwechsel- 
kéfigen gehalten, der Harn unter Toluol gesammelt und der tig- 
liche Sammelurin durch eine Anzahl von Tagen untersucht. Bei 
jeder Serie von vier Tieren wurde ein Normaltier als Leerkontrolle 
mitgefiihrt. Im Urin wurde das ausgeschiedene Gesamtimidazol 
mit der photometrischen Methode (vgl. vorangehende Mitteilung) 
bestimmt, auBerdem das vorhandene |-Histidin mit der enzyma- 
tischen Histidasemethode ermittelt. Bei sehr vielen Tieren wurde 
der Ammoniakgehalt, der Gesamtstickstoff und der Harnstoff be- 
stimmt. Diese Bestimmungen ergaben keine besonderen Auf- 
schliisse, und wir verzichten auf ihre Wiedergabe. Erwahnt sei 
aber, da8 wir die Faeces mehrfach mit der photometrischen Methode 
untersuchten, und da8 diese Untersuchungen immer ein negatives 
Resultat ergaben. Hinerlei ob es sich um 1- oder d-Histidin handelte, 
konnte zunachst festgestellt werden, daB die Meerschweinchen nach 
24 Stunden keine Imidazolurie mehr zeigten. Wie schon Abder- 
halden und Hanson fanden, wird der gr68te Teil des verabreichten 
|-Histidins retiniert, wihrend vom d-Histidin fast die ganze verab- 
reichte Menge sich im Harn wiederfinden lieB. Es wurde in bezug 
auf das ]-Histidin die Ausscheidungsschwelle ermittelt. Gibt man 
mannlichen Meerschweinchen pro 100 g Kérpergewicht 0,1 g 1-Hi- 
stidin, so wird nichts mehr ausgeschieden. Steigert man die Dose 
bis auf 0,3 baw. 0,6 g pro 100 g Kérpergewicht, so werden immer 
entsprechende Histidinmengen mehr ausgeschieden. In der fol- 
genden Tabelle geben wir eine Ubersicht tiber die Durchschnitts- 
werte der zahlreichen Versuche. 
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]-Histidin 








1-Histidin pro 100 g 
Kérpergewicht injiziert 


Ausgeschiedene °/, 1-Histi- 
din auf photometrischem 


Wege bestimmt 











Wir geben ein Beispiel eines solchen Versuchs. 
10°/,ige Histidinchlorhydratlésung, die gegen Lackmus neutralisiert ist, 
wird im Dampftopf sterilisiert und 0,3 g pro 100 g Kérpérgewicht 4 Meer- 
a fy schweinchen subcutan injiziert. Als Kontrolle wird ein Normalmeerschweinchen 





























i : ; ebenfalls im Stoffwechselkafig gehalten. Der Harn wird unter Toluol gesammelt 
ie ‘ und nach 24 Stunden abgemessen, filtriert. Zur photometrischen Bestimmung 
1] He wird der Harn 1: 100 mit Wasser verdiinnt und 1 ccm pro Bestimmung verwandt, 
Rite) 
i Resultat der stufenphotometrischen Messung 
| eit mg Histidin | Wiedergefundenes 
Ablesung | im Gesamt- | Histidin in °/, zum 
harn : verabreichten 
lecm Harn, normal... . 98,8 — — 
Ui DOUN RMR 3. bbe fe eos 60,1 595,6 32,1°/9 
} com Bem dr 2. 6 wc 72,9 360,0 18,9 
bw Ree wn ke 74,5 357,0 19,8 
] apm Fen TF ee 73,2 260,5 17,3 





Resultat der enzymatischen Bestimmung 
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m/10-H 


istidin + Enzym 

















. 4. | Wiedergef. 
Verband) me Hit ciin inf | 10% 

H,SO, |samtharn bs ar 9 loo —_— 
5 ccm Harn I ohne Enzym 1,65 
Bees » i+ Enzym 10,95 350,25 18,9°/, 20,8°/, 
es », LI ohne Enzym 3,10 
Diss » IL+ Enzym 11,70 320,0 16,8 18,5 
S,, », III ohne Enzym 15,75 
eee » III+ Enzym 23,75 308,5 17,1 18,8 
§ -,, », IV ohne Enzym 2,20 
ica: » IV+ Enzym 11,20 253,2 16,8 18,5 
Sia »» normal 0,95 
ee »» normal + Enzym 2,90 
| age normal + 
5 


30,70 = 92°/, Spaltung 


Bei der Berechnung wurden die Harn-Leerwerte jeweils abgezogen. 
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Zur enzymatischen Bestimmung werden folgende Ansitze hergestellt: 
5 cem unverdiinnten Harn + 
5com Enzym (Rattenleber 1:4 Puffer py 8,0 verrieben, zentrifugiert) + 
10 ccm m/15-Phosphatpuffer, py 8,0 + 
lcem Toluol. 
Spaltung 24 Stunden bei 38°, anschlieBend Laugenfolin mit 2 ccm 
30°/,iger NaOH. 


Von den zahlreichen ausgefiihrten Versuchen, auf deren aus- 
fiihrliche Wiedergabe wir hier verzichten, gibt nachfolgende Tabelle 
eine Ubersicht iiber die photometrisch und enzymatisch gefundenen 
Histidinwerte. Die Zahlen der Tabelle beziehen sich auf 0,8 g ver- 
abreichtes Histidin pro 100 g K6érpergewicht. 


Wiedergefundenes 1|-Histidin in °/, zum verabreichten 


























Photometrisch Enzymatisch “iO, Maat 
0 

] 33,2°/, 17,5°/o 19,2, 
2 24,6 21,7 23,8 
3 24,4 19,3 21,9 
4 32,1 18,9 20,8 
5 18,9 16,8 18,5 
6 19,8 17,1 18,8 
7 17,3 16,8 18,5 
8 22,5 19,4 21,3 
9 19,3 15,1 16,6 
10 27,0 24,7 27,2 
1] 20,9 14,1 15,5 
12 7,2 6,9 7,6 
13 15,8 11,0 12,1 
14 17,6 15,8 17,3 
15 19,0 14,7 16,2 

Durchschnitt: 21,3°/, | 16,6°/, | 18,3°/, 


Bei den enzymatischen Bestimmungen wurde, wie das aus dem 
obigen Protokoll ersichtlich ist, ein Leerharn mit Histidinzusatz 
mitgefiihrt. Er ergab im Durchschnitt eine etwa 90°/ige Spaltung 
des Histidins, dementsprechend wurde bei allen enzymatischen 
Histidinwerten 10°/, zugezahlt. Im 2. Stab der obigen Tabelle ist 
die wiedergefundene Menge von Histidin in Prozent des verab- 
reichten Histidins angefiihrt, im letzten Stab finden sich die um 
10°/, korrigierten Prozente des enzymatisch gefundenen Histidins. 
Wie ersichtlich ist, sind bei den angefiihrten 15 Tieren nur einzelne 
Werte wesentlich verschieden. Im allgemeinen liegen die enzy- 
matischen Werte um einige Prozent unter den photometrischen. 
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Da aber auch einige Male etwas héhere enzymatische als photo- 
metrische Werte ermittelt wurden, miissen wir wohl annehmen, 
daB diese Differenzen nur auf gewissen Unzulinglichkeiten der 
Methodik beruhen. Wir kommen deshalb zu dem Ergebnis: da8 
im allgemeinen bei der Belastung von méannlichen 
Meerschweinchen mit 1-Histidin die gesamte Menge 
der zur Ausscheidung gelangenden Menge Aminosiaure 
wieder in Form von Histidin ausgeschieden wird. Eine 
Bildung von Urocaninsiure oder anderer Imidazole in merklichen 
Mengen hatte eine gréBere Differenz zwischen den beiden Bestim- 
mungsmethoden ergeben missen. 


d-Histidinbelastung: 


In ganz analoger Weise wurde nun eine gréBere Zahl von 
mannlichen Meerschweinchen mit d-Histidin belastet. Hine enzy- 
matische Bestimmung des Histidins kam hier selbstverstindlich 
nicht in Frage. Es zeigte sich, da8 bei einer Belastung von 10 mg 
pro 100 g bis zu 50 mg pro 100 g der gréBte Teil des Histidins im 
Lauf von 24 Stunden ausgeschieden wird. 














ee ke Ausgeschiedenes Histidin 
lo0e E = ea" auf photometrischem 

Wege ermittelt 

0,001 g nicht meBbar 

0,010 100°/, 

0,020 73 

0,040 _ 83 

0,050 95 

0,100 87 

0,200 81,5 





Dementsprechend werden die Beobachtungen von Abder- 
halden und Hanson weitgehend bestatigt. Wir werden im 
zweiten Teil dieser Arbeit nochmals darauf hinweisen, daB die von 
den japanischen Autoren beschriebene Bildung von Urocaninsaure 
unter den hier gewahlten Bedingungen nicht zu reproduzieren ist. 
In zahlreichen Untersuchungen haben wir endlich versucht, einen 
Kinflu8 von C-Vitamin auf die Histaminausscheidung festzustellen. 
Wir taten dies im Hinblick auf die oben erwahnte Zersetzungs- 
reaktion, die Histidin bei Gegenwart von Ascorbinséure er- 


- leidet, wie dies EK. Abderhalden sowie 8. Edlbacher, 


v. Segesser und P. Holtz beschrieben haben (a.a.0.). Hs 


Uber das Verhalten von 1- und d-Histidin im Tierkérper 171 


kamen sowohl skorbutische Meerschweinchen als wie Meer- 
schweinchen in Frage, welche mit Ascorbinséure und Histidin 
belastet waren. Es ergab sich nirgends ein Einflu8 der Asecorbin- 
siure auf die Histidinausscheidung. Da diese Versuche also 
ganz negativ verliefen, verzichten wir auch hier auf die Wieder- 
gabe der diesbeziiglichen Protokolle. 


2. Teil 


Belastungsversuche von nichtgraviden weiblichen und graviden Meer- 
schweinchen mit1l-Histidin, sowie Belastungsversuche mit Imidazolmilch- 
saure, ausgefiihrt von H. R. Staehelin 


Man kann das Phinomen der menschlichen Histidinurie in dem 
Sinn auffassen, daB bei der Heranreifung des Embryos der miitter- 
liche Organismus zahlreiche Aufbaustoffe fiir den Embryo mobili- 
sieren mub, und daf beim Menschen vielleicht fiir die lebenswich- 
tige Aminosiure Histidin eine Uberproduktion an freier Amino- 
siure durch EiweifSeinschmelzung stattfindet, die dann eben zur 
Histidinurie fiihrt. R. Kapeller-Adler hat die Histidinurie mit 
der Prolanausscheidung in Beziehung gesetzt, und sie gibt auch 
an, daB der Histidasewert der graviden Leber heruntergesetzt ist. 
Diesbeziigliche Untersuchungen an der Leber des graviden Tieres 
ergaben keine Anderung des Histidasewertes, doch sind bekannt- 
lich solche Vergleichsuntersuchungen an Enzymwerten von Organen 
mit groBer Vorsicht aufzunehmen, wenn die gefundenen Diffe- 
renzen nicht sehr groB sind. Wenn tatséchlich die Ausscheidungs- 
schwelle fiir Histidin beim Saéuger herabgesetzt ist, so miiBte es 
gelingen, durch Belastungsversuche mit Histidin beim graviden 
Sauger eine stirkere Histidinurie zu erzielen als beim nichtgraviden 
Tier. Dementsprechend wurden Versuche mit weiblichen Meer- 
schweinchen durchgefiihrt, welche bestimmt nicht gravid waren. 
Kine zweite Serie wurde mit graviden Meerschweinchen ausgefiihrt. 
Es kann gleich vorweggenommen werden, da ein Unterschied in 
der Ausscheidungsschwelle zwischen graviden und nichtgraviden 
Tieren sowie zwischen minnlichen und weiblichen Tieren tiberhaupt 
nicht besteht. Wir geben in der Folge die Versuche wieder, die in 
gleicher Weise ausgefiihrt wurden, wie sie vorher von H. Baur 
beschrieben wurden. 

Es ergibt sich daraus, da® die Ausscheidungsschwelle bei Be- 
lastung der graviden Tiere mit 0,2 g 1-Histidin in dieselbe GréBen- 
ordnung fallt wie beim normalen weiblichen und mannlichen Tier. 
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Belastung nichtgravider weiblicher Meerschweinchen 
mit 1-Histidin 


















































Injiziertes |Entsprechend Ausgeschiedenes reines 
Gewicht | 1-Histidin reinem Histi- Tag des Histidin, photometrisch 
des Tieres| Pro 100g din total Versuchs 
g mg mg lo 
Vorversuch 0 0 
1. 100 12,7 
537 0,2 790 2. 0 0 
3. 0 0 
Zusammen: 100 12,7 
Vorversuch 0 0 
1. 119*) 10,4 
585 0,2 870 2. 0 0 
3. 0 0 
Zusammen: 119 10,4 
Vorversuch 0 0 
3 119 16,1 
445 0,2 740 - 0 0 
3. 0 0 
Zusammen: 119 16,1 
*) An der Grenze der photometrischen Bestimmbarkeit. 
Sektionsprotokoll 
Gewicht des ‘ ¥ Form des Inhalt des 
cede Lange der Uterushérner soya Tieine 
537 g 3,5; 3,7 cm schlank ohne Befund 
585 g 7,0; 2,5 cm schlank ohne Befund 
445 g 5,0; 5,5 em schlank ohne Befund 











Belastung gravider Meerschweinchen mit 1-Histidinchlorhydrat: 

















Serie A. 
Injiziertes | Entsprechend A hiedenes reines 
Gewicht | 1-Histidin reinem Hi- Tag des Histidin, sihihodnatriask 
des Tieres| Pro 100g stidin total Versuchs 
g mg eet 
Vorversuch 0 0 
Vorversuch 0 0 
1015 0,1 740 1. 0 0 
.. 0 0 
Vorversuch 0 0 
Vorversuch 0 0 
770 0,1 520 1. 0 0 
2. 0 0 











































































































Um nun zu sehen, ob andere Imidazolderivate wirklich nicht 
abgebaut werden, wurde versucht, die von Frankel+) dargestellte 
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Serie B. | 
pe 7 i § 
Injiziertes | Entsprechend eee , a; & 
Gewicht | 1-Histidin | re‘nem Hi- Tag des Histidin, pe rrentd ord ys is 
des Tieres| Pro 100g stidin total Versuchs Bk 
g mg mg "lo . FS 
te 
Vorversuch 0 0 i i 
1. 189 13 a a 
970*) 0,2 1460 2. 0 0 ‘i, a 
3. 0 0 th 4 
Zusammen : 189 13 cY Re 
Vorversuch 0 0 a * 
1. 94 8,2 By? 
765**) 0,2 1150 2. 0 0 a 
3. 0 0 + 
Zusammen: 94 8,2 8 
Vorversuch 0 0 i+ 
1. 117 13 im 
615***) 0,2 910 2. 0 0 ip 
3. 0 0 is 
Zusammen: 117 13 is 
Vorversuch 0 0 iss ; 
oO 134 17,4 int 
523****) 0,2 770 | 2. 0 0 
3. 0 0 
Zusammen: 134 17,4 
*) 14 Tage nach dem Versuch an der Geburt von zwei lebenden Jungen Y 
gestorben. ? 
**) Warf an dem Tage nach der Belastung I lebendes und | totes Junges. ‘ae 
***) Warf am Tage nach der Belastung 2 tote reife Junge. i. oat 
****) Sektion am Ende des Versuchs, zeigte einen Embryo von etwa 3 bis | 3 a 
4 Wochen. ~ See 
fa 
Verabreicht, Imi- Ausgeschiedene Imidazol- iS fae 
Tier neers ome Rabe seen» By milehsdure, photometrisch iS: BA 
g Gewicht es 
g mg ap... Me cae ke I a 
37 0,1 460 385 84 ee 
38 0,1 420 335 80 a 
39 0,1 390 341 83 oy 
41 0,1 320 294 92 Ba 
Die Ausscheidung erfolgte bei allen Tieren am ersten Tag. eI ci 





1) Mh. Chem. 24, 229 (1903). 
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Imidazolmilchsaure mittels der photometrischen Methode zu unter- 
suchen. Vier Meerschweinchen erhielten pro 100 g Kérpergewicht 
je 0,1 g Imidazolmilchséure. Innerhalb 24 Stunden konnte auf 
photometrischem Wege der gr6Bte Teil dieser Verbindung im Harn 
wieder nachgewiesen werden. : 

Endlich erhielten drei Kaninchen eine gr6Bere Menge, im ganzen 
26 g 1-Histidinchlorhydrat, in neutraler Lésung subcutan in ein- 
maliger Dosis eingespritzt. Der Harn von zwei Tagen wurde ver- 
einigt und mit einer alkoholischen Lésung von Quecksilberchlorid 
gefallt. Nach Zerlegung des Quecksilberniederschlags mit Schwefel- 
wasserstoff wurde der Riickstand mit Tierkohle gekocht, filtriert, 
eingeengt und der noch warme Sirup mit Alkohol versetzt. Es 
krystallisiert eine groBe Menge reines Histidinchlorhydrat vom 
charakteristischen Schmelzp. 255° aus. Mischschmelzp. mit reinem 
Histidinchlorhydrat ergab keine Depression. Es wurden im ganzen 
etwa 4 g reines Histidinchlorhydrat isoliert. Dieser Versuch wider- 
spricht den Beobachtungen von Kyokawa (a. a. O.). Dieser Autor 
gibt an, daB man bei Injektion von Histidinchlorhydrat im Ka- 
ninchenharn Urocaninsaure isolieren kann. Wiederholung desselben 
Versuchs mit Meerschweinchen fiihrte auch nur zur Isolierung von 
Histidin. Es ist denkbar, da8 die in Japan beniitzten Tiere anders 
reagieren als die europdischen. Auf keinen Fall aber gelang es uns, 
in all den angefiihrten Versuchen eine Bildung von Urocaninsaure 
oder anderer Imidazolderivate als Stoffwechselzwischenprodukt 
nachzuweisen. 


Zusammenfassung 


Die angefihrten Untersuchungen zeigen also deutlich die Be- 
vorzugung der natiirlichen Modifikation der verabreichten Amino- 
séure. Von der zugefiihrten d-Modifikation wird nur ein minimaler 
Teil zuriickgehalten, insofern dies nicht einfach auf die Unzulang- 
lichkeit der Methodik zuriickzufiihren ist. Nach den Ernahrungs- 
versuchen von Cox und Rose?) wird behauptet, daB auch d-Histi- 
din das natiirliche Histidin ersetzen kann. Wie dies méglich ist, 
bleibt auf Grund unserer Versuche vollkommen unerklarlich. Hine 
oxydative Desaminierung zu Imidazolbrenztraubenséure und nach- 
herige reduktive Aminierung der inaktiven Ketosaiure zu natiir- 
lichem Histidin ist auf Grund aller unserer Untersuchungen im 
héchsten Grade unwahrscheinlich. Die Versuche mit Imidazol- 





1) J. of Biol. Chem. 68, 78 (1926). 
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milchséure zeigen auch eindrucksvoll die Wichtigkeit der natiir- 
lichen Konfiguration. 

Nach Leiter?) sowie nach Konishi?) werden nach Ver- 
fitterung von Imidazolmilchséure nur 40—60°/, im Harn wieder 
ausgeschieden. Wir glauben, daB dieser Befund einfach auf der 
damals noch unvollkommenen Methodik beruht. 

In bezug auf das Graviditaétsproblem ist es nicht angingig, 
die Ausschiittung von Prolan als alleimige Ursache der mensch- 
lichen Histidinurie darzustellen, denn in diesem Fall hatte eine 
|-Histidinbelastung des graviden Meerschweinchens eine Senkung 
der Ausscheidungsschwelle zur Folge haben miissen, was nicht der 
Fall ist. Der Stoffwechsel wahrend der menschlichen Graviditat 
ist also durch das Problem der Histidinurie weitgehend vom tie- 
rischen Stoffwechsel verschieden. Die Untersuchungen werden fort- 


gesetzt. 





1) J. of Biol. Chem. 64, 125 (1925). 
2) Diese Z. 148, 181 (1925). 
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Imidazolmilchsaure mittels der photometrischen Methode zu unter- 
suchen. Vier Meerschweinchen erhielten pro 100 g K6rpergewicht 
je 0,1 g Imidazolmilchsiure. Innerhalb 24 Stunden konnte auf 
photometrischem Wege der gr6Bte Teil dieser Verbindung im Harn 
wieder nachgewiesen werden. 


Endlich erhielten drei Kaninchen eine gr6Bere Menge, im ganzen 
26 g |-Histidinchlorhydrat, in neutraler Lésung subcutan in ein- 
maliger Dosis eingespritzt. Der Harn von zwei Tagen wurde ver- 
einigt und mit einer alkoholischen Lésung von Quecksilberchlorid 
gefallt. Nach Zerlegung des Quecksilberniederschlags mit Schwefel- 
wasserstoff wurde der Riickstand mit Tierkohle gekocht, filtriert, 
eingeengt und der noch warme Sirup mit Alkohol versetzt. Es 
krystallisiert eine groBe Menge reines Histidinchlorhydrat vom 
charakteristischen Schmelzp. 255° aus. Mischschmelzp. mit reinem 
Histidinchlorhydrat ergab keine Depression. Es wurden im ganzen 
etwa 4 g reines Histidinchlorhydrat isoliert. Dieser Versuch wider- 
spricht den Beobachtungen von Kyokawa (a. a. O.). Dieser Autor 
gibt an, da8 man bei Injektion von Histidinchlorhydrat im Ka- 
ninchenharn Urocaninsaure isolieren kann. Wiederholung desselben 
Versuchs mit Meerschweinchen fihrte auch nur zur Isolierung von 
Histidin. Es ist denkbar, daB die in Japan beniitzten Tiere anders 
reagieren als die européischen. Auf keinen Fall aber gelang es uns, 
in all den angefiihrten Versuchen eine Bildung von Urocaninsaure 
oder anderer Imidazolderivate als Stoffwechselzwischenprodukt 
nachzuweisen. 


Zusammenfassung 


Die angefiihrten Untersuchungen zeigen also deutlich die Be- 
vorzugung der natiirlichen Modifikation der verabreichten Amino- 
saéure. Von der zugefiihrten d-Modifikation wird nur ein minimaler 
Teil zuriickgehalten, insofern dies nicht einfach auf die Unzulang- 
lichkeit der Methodik zuriickzufiihren ist. Nach den Ernahrungs- 
versuchen von Cox und Rose!) wird behauptet, daB auch d-Histi- 
din das natiirliche Histidin ersetzen kann. Wie dies médglich ist, 
bleibt auf Grund unserer Versuche vollkommen unerklarlich. Eine 
oxydative Desaminierung zu Imidazolbrenztraubenséure und nach- 
herige reduktive Aminierung der inaktiven Ketosaéure zu natiir- 
lichem Histidin ist auf Grund aller unserer Untersuchungen im 
héchsten Grade unwahrscheinlich. Die Versuche mit Imidazol- 





1) J. of Biol. Chem. 68, 78 (1926). 
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milchsiéure zeigen auch eindrucksvoll die Wichtigkeit der natiir- 
lichen Konfiguration. 

Nach Leiter’) sowie nach Konishi?) werden nach Ver- 
fitterung von Imidazolmilchséure nur 40—60°/, im Harn wieder 
ausgeschieden. Wir glauben, daB dieser Befund einfach auf der 
damals noch unvollkommenen Methodik beruht. 

In bezug auf das Graviditiétsproblem ist. es nicht angingig, 
die Ausschiittung von Prolan als alleinige Ursache der mensch- 
lichen Histidinurie darzustellen, denn in diesem Fall hitte eine 
|-Histidinbelastung des graviden Meerschweinchens eine Senkung 
der Ausscheidungsschwelle zur Folge haben miissen, was nicht der 
Fall ist. Der Stoffwechsel wahrend der menschlichen Graviditit 
ist also durch das Problem der Histidinurie weitgehend vom tie- 
rischen Stoffwechsel verschieden. Die Untersuchungen werden fort- 


gesetzt. 





1) J. of Biol. Chem. 64, 125 (1925). 
2) Diese Z. 148, 181 (1925). 











Rh? ee PRS Ae BPM O Se 





; = ¥ Be 
~ = = 3 * 
rie a ‘ ~ Or abe 


RS. ere 


ee ae Se, Se 
es 


Ct ia eke phe oe i Meat © 
ns Seat ph Aa 


< pw 3 Se ~ 
SF tine ere 


— 
oa F8f Ae itt 


‘ Fy c.. WEE , 
- gd re ae soe ee 
> Saag ee a aa Be, tte 


gn te 


3. 


2 PHIL 
weer Porton 2 tk + ener 


Tne Sees ote 












Enzymhemmung und Enzymblockierung 
2. Mitteilung (Antipodische Hemmung) 


Von 


s, Edlbacher und H. Baur 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Basel) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16, Juli 1941). 


In der ersten Mitteilung tber dieses Thema) haben wir 
gezeigt, daB die hydrolytische Spaltung des Histidins durch Leber- 
histidase von verschiedenen Imidazolen, wie Histamin, Imidazol, 
Imidazolmilchsiure, Imidazolessigséiure und d-Histidin sehr stark 
gehemmt werden kann, wenn die Inhibitorsubstanz in gréBeren 
Konzentrationen zugegen ist. Es zeigte sich auch, daB verschiedene 
Amine eine solche hemmende Wirkung ausiiben. Wir deuten diese 
Tatsache in der Weise, daB alle diese hemmenden Substanzen eine 
mehr oder weniger groBe Affinitét zum Enzym Histidase besitzen, 
so daB beim Zusatz des Inhibitors es wohl zur Bindung Enzym + 
Inhibitor kommt, da8 dadurch ein Teil des Enzyms von der Sub- 
stratspaltung ausgeschalten wird und dementsprechend die Hem- | 
mung des Enzyms durch Blockierung zustande kommt. Als 
bedeutungsvoll erschien uns an diesen Untersuchungen, daf das 
unnatiirliche d-Histidin die natiirliche 1-Histidinspaltung in s0 
starkem MaBe beeinflussen kann. Um nun zu ermitteln, ob eine 
solche antipodische Hemmung nur fiir das Enzym Histidase gilt, 
oder ob auch andere Enzyme diese Kigentiimlichkeit zeigen, unter- 
suchten wir zunachst die Dipeptidase der Darmschleimhaut, indem 
wir natirliches 1-Leucylglycin der Einwirkung dieses Enzyms aus- 
setzten und in Parallelversuchen steigende Mengen von d-Leucyl- 
glycin als Inhibitor einwirken lieBen. Wie die folgenden Versuche 
zeigen, konnten wir bei der Dipeptidase der Darmschleimhaut tat- 
siichlich auch eine solche antipodische Hemmung nachweisen, die 





1) Diese Z. 265, 61 (1940). 
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allerdings erst dann in Erscheinung tritt, wenn ein Vielfaches des 
d-Peptides als Inhibitor zur Anwendung gelangt. Bevor wir auf 
die Deutung dieser Versuche und weitere Folgerungen eingehen, 
beschreiben wir zunidchst an einigen Beispielen das beobachtete 
Phaénomen. 

Als Methode zur Beobachtung der Peptidspaltung erwies sich 
fir uns die von Soerensen beschriebene Formoltitration als die 
geeignetste. Man kann auch mit der von Linderstroem-Lang 
beschriebenen Methode der Titration in Aceton arbeiten, doch 
erweist sich die urspriingliche Soerensensche Vorschrift mit 
Phenolphthalein als Indicator, wie gesagt, am geeignetsten. Die 
Versuche wurden in der Weise ausgefiihrt, daB eine neutrale 
m/10-Lésung von |-Leucylglycin bei px 7,4 mit einem Glycerin- 
' extrakt von Schweine-Darmschleimhaut bei 88° gespalten wurde. 
In Parallelversuchen wurden dann steigende Mengen der neutralen 
Lésung des d-Peptids in m/10- baw. m/5-Lésung zugesetzt. Die 
experimentelle Schwierigkeit bei der Bestimmung der Spaltungs- 
gréBe liegt darin, da8 bei Verwendung gr6éBerer Inhibitormengen 
die von Anfang an vorhandene Zahl der freien Aminogruppen 
sehr hoch ist, und daf die zusatzliche Spaltung durch die geringe 
Menge des natiirlichen Substrats nur eine kleine Differenz ergibt. 
Trotzdem zeigen die erhaltenen Zahlen eindeutig die antipodische 
Hemmung. 


1. Bereitung der Enzymlosung. 180 g Darmschleimhaut vom Schwein 
wurde mit 600 g 70°/,igem Glycerin iiber Nacht im Eisschrank extrahiert und 
durch Leinwand koliert. Die kolierte Lésung wurde durch mehrere Papier- 
faltenfilter im Eisschrank filtriert, ein ProzeB, der einige Tage lang dauert. 


2. Substrate. Zur Verwendung gelangten natiirliches 1-Leucylglycin, 
racemisches Leucylglycin, beide in m/10-Lésungen, die vorher genau bei px 7,4 
unter Zuhilfenahme von Phenolrot eingestellt wurden. 


3. Inhibitorsubstanzen. Es gelangten d-Leucylglycin, d- und 1-Leucin 
sowie Glycin in m/10- oder m/5-Lésungen zur Verwendung. Diese Lésungen 
wurden ebenfalls ‘unter Zuhilfenahme von Phenolrot genau auf py 7,4 ein- 
gestellt. 

Die Spaltung wurde in groBen Reagensglisern von etwa 30 mm Weite 
und 20 cm Hohe unter Toluol bei 38° durchgefiihrt. In diesen GefaiBen wurde 
auch die Formoltitration vorgenommen. 


Beschreibung einiger Versuche. Substrat: je 4 ccm m/10 racemisches 
Leucylglycin. Inhibitor: steigende Mengen von m/5-d-Leucylglycin, 0,3 ccm 
Enzym mit m/15-Phosphatpuffer px 7,4 auf 16 ccm total aufgefiillt. Formol- 
titration mit n/10-NaOH auf ,,deutlich rot‘ unter Zusatz von 5 ccm Soeren- 
senscher Formol—Phenolphthaleinmischung. Zeiten: 8 bzw. 16 Stunden, 38°. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 270 12 















































- ee ee et ee 
Sad tee pad ae PE ee eS Te 
peal 2 a5 ~ 


SEAR ee 






peed 


~ 
eR LSP I aac 
~ 


3 x et > 5h ee 
SRP Pit Pe te ATE 


eS eee ee 


PE TIS FEED RE REG we ha ee MT 


i ee ee 2 o> 2 tay 
Rts. ES ad ( 
- Pe 


= 
wee: 


beamed eapats 
ae FOR 
ere 
eS 


aa Oe aes 
EP Dea aa 


+ ss. oat 
ars 


a a 


ii Se oo. 
- 


Sas 


BB0 228 NOE ee BAS~ BS BMD. De 


eye <del» 


meena ee a 


= = one = 
tie eee tS Br Go ‘Fz 
fg Meet ot pease - 


ete ens 


: £. ty 2 pat pete As 
ee ae Be es 3S | FPN 
~ ee ee ohn ST TOM 


a) ,* 
trios 








178 


Tabelle 1 


EinfluB von d-Leucylglycin auf die 1-Leucylglycinspaltung 
0, 8 und 16 Stunden, 38°, in Phosphat py 7,4, je 0,3 com Enzym 


S. Edlbacher und H. Baur, 




















ccm com m/15- demnach Differenz vom 
m/10- Phosphat| Zeit in Aquiva- | ccm n/10-| Leerwert = Zu- 
rac. ‘py 7,4 | Stunden lente NaOH |nahme an NH,- 
Peptid safe Inhibitor Aquivalenten 
4 — 12 8 2 8,2 — 6,3 = 1,9 
as 12 16 2 8,2 — 6,3 = 1,9 
4 12 0 2 6,3 Leerwert 
4 12 0 2 6,3 Leerwert 
4 6 8 14 19,25 | —17,4 = 1,85 
4 3 16 20 23,10 | — 23,0 = 0,10 
4 0 16 26 28,60 | — 28,5 = 0,10 
4 6 0 14 17,40 Leerwert 
4 3 0 20 23,0 Leerwert 
4 0 0 26 28,50 Leerwert 




















Wie aus diesen Versuchen ersichtlich ist, ist die zu erwartende 


Maximalspaltung von 2ccm n/10-NaOH schon nach 8 Stunden 
erreicht, und sie steigt nach 16 Stunden nicht héher an. Zusatz 
der 7fachen Menge des d-Peptides gibt noch keinerlei Hemmung, 
wahrenddem bei der 10fachen Menge und der 13fachen Menge _ 
des d-Peptids die 1-Peptidspaltung total blockiert ist. | 


Um zu beweisen, da8 ein Uberschu8 von Peptidase auch das 


zugesetzte d-Leucylglycin nicht spaltet, wurde der folgende Versuch 
ausgefiihrt: d-Leucylglycinlésung wurde allein der Enzymspaltung 
ausgesetzt, und die Sofortwerte mit den Werten nach einer Zeit 
von 15 Stunden bei 38° verglichen. 


Tabelle 2 


Prifung, ob viel Enzym eventuell Spuren von d-Leucylglycin 
spaltet 38° 














com ecm m/10- Phoes oe Zeit in com n/10- re ; 
Enzym — Stund NaOH 72 
Pr = 7,4 ee ” Leerwert 
3, 3,0 10 0 5,1 2,9 
3, 3,0 10 15 5,35 8,1 
3, 3,0 10 15 5,35 . 8,1 
OY 13 0 2,2 
3, 13 15 2,25 Aarne 
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Es ist eutlich ersichtlich, daB das d-Peptid durch die Darm- 


schleimhaut nicht gespalten wird. 


In dem folgenden Versuch wird nochmals gezeigt, daB auch 
reines 1-Leucylglycin bei Gegenwart der 10- und 12fachen Menge 
von d-Leucylglycin nicht mehr gespalten werden kann. 


Tabelle 8 


179 


KinfluB von d-Leucylglycin auf die ]-Leucylglycinspaltung 
12 Stunden bei 38°, je 0,3 ccm Enzym, in Phosphat p, 7,4 
































demnach eee 
com m/10-Jecm m/5-}ecm m/15-| Aqui- | Zeit in | ccm n/10- — 
]-Peptid | d-Peptid | Phosphat | valente | Stunden] NaOH (— Sotort- 
Inhibitor . wert) 
2 Vg 12 0 0 3,85 
2 di 12 0 12 5,80 1,95 
2 10 2 20 0 22,40 0! 
2 10 2 20 12 22,40 
2 12 — 24 0 26,15 o! 
2 12 a 24 12 26,10 
Tabelle 4 


Einflu8 von d-Leucin, 1l-Leucin und Glycin 


von |-Leucylglycin 


auf die Spaltung 





Spaltungszeit 12 Stunden, je 0,3 ccm Enzym, 38° 





























Nun wire es denkbar, daB auch die freien Aminosauren eine 
solche Hemmung auf die Dipeptidase ausiiben. Man kénnte an- 
nehmen, daB es sich einfach um eine Verschiebung des Reaktions- 





12* 
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=$2(S8/S2] $2 |S8e/28S [se] Su | ges 
sso; &S} as] 8&5 | sear | sese].e] Fo BS & 
afm) BO | ee] so | efi] ese 182] az | By ° 
ie Be S$“ | So | gh ro oie ; 2] 8 AL 

2 oe se — 13 0 0 3,95 

+ 13 o | 12 | 5,70 146 

oF ef oi 3 20 0 | 22,5 

re sg 3 20 | 12 | 24,0 1,60 

21-{]- 5 8 10 0 | 14,0 

$b 5 8 10 | 12 | 15,6 } 160 

27-]- 10 3 20 0 | 23,5 

Zidrse Lo | - 10 3 20 | 12 | 25,1 1,60 

. 5 | — 5 3 20 0 | 23,0 

2] 5) — 5 3 20 | 2 | 246 |f 160 
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gleichgewichtes handelt. Wie der folgende Versuch zeigt, ist dies 
aber nicht der Fall. Es wurde naémlich der Einflu8 von d-Leucin, 
l-Leucin und Glycin auf die |-Leucylglycinspaltung in analoger 
Weise untersucht. (Das dazu verwendete Leucin muB unter Er- 
warmen in Phosphatpuffer gelést werden.) 

Ks ist also kein Einflu8 der freien Aminosaure auf die Dipepti- 
dase festzustellen. 

Im folgenden Versuch wird nun nochmals gezeigt, daB eigen- 
tiimlicherweise bei der 7fachen Menge des d-Peptids noch kaum 
eine Hemmung zu beobachten ist, wahrenddem bei der 9—11 fachen 
Menge die Blockierung pl6étzlich maximal einsetzt. 


: Tabelle 5 
Hemmung der |-Leucylglycinspaltung durch d-Leucylglycin 
Spaltungsdauer 14 Stunden, 38°, je 0,3 com Enzymlésung 














co) 5 - 1D » $ 5 ‘ S 2 
=.» | 2B o_o Sas S eS 
afm |] e228 | ren | $35 | zitin| SB e<= 
Se | gt 6m | 2-4 | Stunden a sae 
EES Sry Sa 2 5345 g 7, = | 
ra) 3 © 2 Py ie 8 Q as 
4 — 11 2 0 6,0 | 19 
4 ia 1 2 14 7.9 , 
4 2 9 6 0 9,8 1.8 
4 2 9 6 14 11,6 - 
4 4 7 10 0 13,3 1.9 
4 4 7 10 14 15,1 , 
4 6 5 14 0 17,0 1.7 
4 6 5 14 14 18,7 ? 
4 8 3 18 0 20,6 nas 
4 8 3 18 14 21,0 s 
4 10 1 22 0 24,5 ae 
4 10 1 22 14 24.6 , 




















Bei allen bisher beschriebenen Versuchen wurde die Richtigkeit 
der Formoltitration dadurch gepriift, daB zu den titrierten Proben 
nachtraglich 1 ccm m/10-Leucylglycin bzw. 1 ccm m/5-d-Leucyl- 
glycin zugesetzt und nochmals titriert wurde. Es ergab sich jedesmal 
die richtige Menge der zur Nachtitration erforderlichen Natron- 
lauge. 

Die Dipeptidase der Darmschleimhaut spaltet bekanntlich auch 
Glycylglycin, wenn auch in schwicherem Mae. Es wurde nun 
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untersucht, ob diese Glycylglycinspaltung durch Glycin selbst, 
baw. durch d-Leucylglycin hemmbar ist. Bei diesen Versuchen 
gelangten groBere Enzymmengen, von je 0,5 ccm, zur Anwendung. 














Tabelle 6 
EinfluB von Glycin und d-Leucylglycin auf die Spaltung von 
Glycylglycin 

ge lsd]. a Ses s 4b 

8 |/SB/ Se (bs | S85] ses ]se] Se | g5. 
g | awe] Fs So; agem | sec |. gO BSE 
p> Plas | sic CH) Sea )]o5 = ane 
N ae Tso | sh wi ga 282 1NS 4 = = 
5 8 te ro) os 2 Pai oi 7) - Al 
0,5 2 — ~- 13 —- 0 3,8 1.6 
0,5 2 — 13 16 5,4 * 
0,5 | 2 3 20 16 | 24,4 , 
0,5 2 — 6 7 12 0 14,1 0.3 
0,5 2 — 6 7 12 16 14,4 . 
05 f°2 1 — 8 5. 16 0 | 17,4 02 
0,5 2 — 8 5 16 16 17,6 ” 
0,5 2 -- 10 3 20 16 21,00 ’ 


























Rs ist ersichtlich, daB 20 Aquivalente Glycin die Spaltung des 
Glycylglycins von 1,6 auf 1,2 hemmen, wahrend schon 12 Aqui- 
valente d-Leucylglycin die Spaltung auf 0,3 heruntersetzen, und 
20 Aquivalente Leucylglycin die Glycylglycinspaltung ebenfalls 
total blockieren. 

Alle diese Versuche beweisen endlich die anfangs erw&hnte 
Beobachtung, daB von einer bestimmten Konzentration an die 
Peptidase der Darmschleimhaut in ihrer Wirkung auf natiirliche 
Substrate wie I-Leucylglycin und Glycylglycin sprunghaft 
blockiert wird. Auch hier wird, wie bei den Versuchen iiber 
die Blockierung der Histidase, anzunehmen sein, da8 die Affinitats- 
eréBe zwischen natiirlichem und unnatiirlichem Substrat der ent- 
scheidende Faktor bei diesem Phinomen ist. Da8 es sich hier 
nicht um eine einfache Verschiebung des Reaktionsgleichgewichts 
handeln kann, beweisen die Versuche mit freien Aminoséuren, 
welche nur eine 10fach geringere Hemmung bei gleich hoher 
Konzentration verursachen. Es sei ausdricklich erwahnt, daB 
trotz der geringen Titrationsiiberschiisse die Methode bei einiger 
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Ubung so genau arbeitet, daB man + oder — 1/,, com NaOH als 
Fehlergrenze annehmen kann. 

Wenn also ein d-Peptid den genannten Hinflu8 auf die 1-Peptid- 
spaltung besitzt, indem es die ]-Peptidase bindet, so beweist dieses 
Phinomen, da8 eventuell im Organismus auftretende 
d-Peptidasen von ganz ahnlicher Natur sein werden, 
wie die normalerweise vorkommenden |-Peptidasen. 

Es erschien nun in diesem Zusammenhange von Interesse, die 
von Krebs?) beschriebene ]- und d-Aminoséureoxydase in gleicher 
Weise einer Priifung zu unterwerfen. Durch die Isolierung der 
prosthetischen Gruppe der d-Aminoséureoxydase durch O. War- 
burg und W. Christian?) ist die Natur dieses Enzyms genau 
bekannt’). Andererseits verléuft nach Untersuchungen von Krebs, 
Felix und Zorn‘) der Abbau der natiirlichen ]-Aminosaure in 
ganz anderer Weise. Da der Abbau der 1- bzw. d-Aminosaure in der 
Niere ganz andere Wege geht, war dementsprechend zu erwarten, 
daB die Affinitét des natirlichen ]-Alanins zu der d-Alaninoxydase 
iiberhaupt nicht in Erscheinung treten kann. Der folgende Versuch 
bestatigt nun tatsichlich diese Vermutung. Bei der Durchfiihrung 
dieser Versuche wurde Acetontrockenpulver von Schweineniere mit 
Phosphatpufferlésung px 7,7 extrahiert und auszentrifugiert. Dieser 
Enzymlésung wurde d- bzw. |-Alanin in den unten angegebenen 
Mengen zugesetzt und bei 88° ohne Zusatz irgendeines Anti- 
septikums ein langsamer Strom von Sauerstoff durch die hinter- 
einandergeschalteten Proben 5 Stunden lang durchgeleitet. Das 
freigewordene Ammoniak wurde nach dem Alkalisieren mit NaOH 
nach Folin mit Luft durchgeblasen und titriert. 


Enzymlosung. Je 1 g Nierentrockenpulver + 10 ccm m/15 Phosphat- 
puffer py 7,7 1/, Stunde in der Maschine geschiittelt und 10 Minuten aus- 
zentrifugiert. Die anderen Zusiétze ergeben sich aus Tab. 7. 


Ks ist deutlich sichtbar, daB die 25fache Menge 1-Alanin auf 
die oxydative Desaminierung des d-Alanins keinen Hinflu8 ausibt. 
Dieser Versuch bestiatigt also die Tatsache, da8 zwischen einer 
anzunehmenden 1]-Aminoséureoxydase und der Krebs- 
Warburgschen d-Alaninoxydase keine Verwandtschaft 





1) Diese Z. 217, 191 (1933); Biochemic. J. 29, 1620 (1935). 

2) Biochem. Z. 298, 150 (1938). 

8) Vgl. hierzu auch P. Karrer u. Frank, Helvet. chim. Acta 28, 
948 (1940). | 
4) Diese Z. 266, 239 (1940). 
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besteht. In der oben zitierten Untersuchung von P. Karrer und 
Frank (a. a. O.) wird auf die Verschiedenheit der verschiedenen 
Aminoséureoxydasen in der Niere hingewiesen. Wir beschiftigen 
uns gegenwartig mit dem Problem, und werden in nachster Zeit 
dariiber weiter berichten. 


Tabelle 7 


Einflu8 von 1-Alanin auf die Wirkung der d-Alaninoxydase 
5 Stunden, (0,), 38° 

















s | 8g | os | $8. |] Sea | aged 
; a § se | Far | 2965 EE 
Pp = a a uv oS Ps 
e ES Ex sad | £e8e fabs 
5 a) om 2 Ay 2 2 a 5 or 
3 1,0 ss 25 6,8 

3 a“ 26 0,6 

3 1,0 15 10 7,6 

3 a 15 ll 1,0 6s 

3 1,0 20 5 7,8 i 

3 ea 20 6 11 

3 1,0 25 ce 7,4 

3 : 25 1 1,3 64 

















In Anbetracht der bekannten Untersuchungen von Kégl und 
seinen Mitarbeitern iiber das Auftreten der d-Glutaminséure in 
malignen Tumoren, gewinnen diese Untersuchungen fiir das Krebs- 
problem eine gewisse Bedeutung. Wir mochten vorliufig hier kurz 
mitteilen, daB es uns auch gemeinsam mit M. Simon gelungen ist, 
aus menschlichen Tumormetastasen racemische Glutaminséure zu 
isolieren. Wir werden auch dariiber ausfiihrlich berichten. 


Zusammenfassung 
1. Die 1-Leucylglycinspaltung durch Peptidase des Schweine- 
darms laBt sich antipodisch durch Zusatz von d-Leucylglycin durch 
Knzymblockierung hemmen. 
2. In gleicher Weise laBt sich die Glycylglycinspaltung durch 
d-Leucylglycin unterdriicken. 


8. Die d-Aminosiureoxydase der Schweineniere wird durch 
l-Alanin auch in 25facher Konzentration nicht beeinfluBt. 
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184 S.Edlbacher u. H. Baur, Enzymhemmung u. Enzymblockierung 


4. Die angegebenen Versuche bringen ein anschauliches Bild 
iiber die bestehende Affinitét zwischen den Enzymen und den ver- 
schiedenen Substraten. 


5. In Erweiterung des Begriffs der Enzymhemmung, wie sie 
bei verschiedenen Fermenten durch spurenweisen Zusatz von 
Giften herbeigefiihrt werden kann, indem durch die zugesetzten 
Enzymgifte eine Bindung zwischen Enzym und Giftstoff zustande 
kommt und dadurch die Spaltungsreaktion nicht eintreten kann, 
stellt die in der vorangehenden Abhandlung beschriebene Blockierung 
der Histidase durch d-Histidin und andere Aminbasen sowie die 
hier beschriebene Unterdriickung der Dipeptidasespaltung durch 
Peptide den anderen Extremfall dar. Das antipodische Substrat 
(bei Histidase die anderen Imidazole) konkurriert mit dem natiir- 
lichen Substrat. Von einer bestimmten Konzentration an erfolgt 
dann sprunghaft die Blockierung des Enzyms durch das unnatiir- 
liche Substrat. 
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Uber die Verteilung der Neuraminsiure im Gehirn 


(Mit einer Mikromethode zur quantitativen Bestimmung 
der Substanz im Nervengewebe) 
Von 
E. Klenk und H. Langerbeins 
(Unter Mitwirkung von Frl. E. Schumann) 
Mit 1 Figur im Text 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat K6In) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Juli 1941) 








Die vor kurzem!) isolierte Neuraminsaure ist das charakte- 
ristische Spaltprodukt eines neuen zuckerreichen Lipoids, welches 
bei der infantilen amaurotischen Idiotie (Typ Tay-Sachs) den 
Hauptteil der Protagonfraktion des Gehirns bildet, welches aber 
auch, in allerdings sehr viel klemeren Mengen, im Normalgehirn 
vorkommt. In Anbetracht der starken Lipoidspeicherung in den 
Nervenzellen (und eventuell den Gliazellen) des Tay-Sachs- Ge- 
hirns ist es von besonderem Interesse, die Verteilung dieses neuen 
Lipoids bzw. seines charakteristischen Spaltprodukts (Neuramin- 
sure) in einzelnen anatomisch verschiedenen Gehirnteilen, wie 
Rinden- bzw. Kerngebieten einerseits und Fasergebieten anderer- 
seits, kennenzulernen. 

Wir haben deshalb eine Methode zur quantitativen Bestim- 
mung der Neuraminsiure im Nervengewebe ausgearbeitet. Sie 
griindet sich auf die sehr empfindliche Orcinreaktion der Substanz. 
Fiir die Bestimmung sind nur etwa 80 mg Gehirntrockensubstanz 
notig. Im Fall der amaurotischen Idiotie geniigen wohl noch 
wesentlich geringere Mengen. 

Mit Hilfe dieser Methode finden sich im menschlichen Normal- 
gehirn die héchsten Neuraminsaéurewerte in rein grauer Substanz. 
Es kamen zur Untersuchung GroB- und Kleinhirnrinde, sowie 
Kerngebiet des Thalamus. In der weiBen Substanz ist die Neuramin- 
siure nicht nachweisbar. Das die Neuraminséure als Baustein 





1) Diese Z. 268, 50 (1941). 
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enthaltende Lipoid scheint demnach ein Bestandteil der Ganglien- 
zellen zu sein, weil es in der, uur Stiitz- und Faserelemente enthalten- 
den, weiBen Substanz fehlt. Dies steht in einem gewissen Gegensatz 
za der Verteilung der iibrigen Gehirnlipoide, die vor allem in der 
weiBen Substanz (Markscheiden) stark angereichert sind. 


Obgleich die Bestimmungsmethode vor allem in ihrer An- 
wendung auf die weiBe Substanz des Nervengewebes noch einige 
Mangel zeigt, die sich bis jetzt noch nicht beheben lieBen, diirfte 
sie jedoch auch schon in der vorliegenden Form bei der Erforschung 
und genaueren Charakterisierung der Lipoidspeicherkrankheiten 
des Nervengewebes gute Dienste leisten kénnen, um so mehr, als 
sie ebenso mit formolfixiertem Material wie mit Frischgehirn durch- 
gefiihrt werden kann. 


Methodisches 


Vorversuche. Die Neuraminsiure bzw. das diese Saure als 
Spaltprodukt enthaltende zuckerreiche Lipoid gibt beim Erhitzen 
der waBrigen Lésung die Orcinreaktion mit roter Farbe. Nach 
Ausschiitteln des Farbstoffs mit Amylalkohol laBt sich die Farb- 
intensitét der Lésung im Stufenphotometer fiir die Bestimmung 
auswerten. Die in dieser Weise quantitativ ausgefiihrte Orcin- 
reaktion war schon G. Blix?) wegleitend bei seinen Versuchen zur’ 
Isolierung des neuen Gehirnlipoids. 

In einer Reihe von Vorversuchen wurden zunachst die giin- 
stigsten Bedingungen fiir die quantitative Ausfiihrung dieser Orcin- 
reaktion festgelegt. Fiir die Ausfiihrung derselben wurde eines der 
seinerzeit!) gewonnenen Rohprodukte des neuen Lipoids verwendet. 
1 ccm der waBrigen Losung der Substanz versetzte man mit 1 ccm 
des frisch hergestellten Bialschen Reagenses (40,7 cem konzen- 
trierte HCl; 0,1 g Orcin; 1cem 1°/,ige FeCl,-Lésung. Man fillt 
mit Wasser aus 50 ccm auf), erhitzte 5 Minuten in dem auf kon- 
stante Temperatur gehaltenen Paraffinbad und schiittelte den 
Farbstoff mit 5ccm Amylalkohol aus. Nach dem Abkihlen auf 
0° wurde die triibe Lésung zentrifugiert und die Auswertung im 
Stufenphotometer unter Verwendung eines 50-mm-Mikroréhrchens 
vorgenommen, wobei mit reinem Amylalkohol verglichen wurde. 

Tab. 1 enthalt die Durchlissigkeit (D-Werte) der amylalko- 
holischen Lésung des Farbstoffs bei verschiedenen Farbfiltern. 
Temperatur des Paraffinbades 106—108°. 





*) Skand. Arch Physiol. 80, 46 (1938). 
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Tabelle 1 
Menge des Lipoids 0,255 mg 0,510 mg 0,765 mg 
Filter Nr.: 43 D = 66 D = 47,5 D = 38 
ie 47 60 43,5 35,5 
= 50 53 36,5 28 
: 53 43 25 18,5 
et 57 36 19 13 
zs 61 50 35,5 32 
; 66 74 60 56 
it 72 93 90 87 
Me 15 98 96 94 











Die geringste Durchlassigkeit zeigt demnach das Filter Nr. 57. 
Jedoch treten hier gewisse F'arbunterschiede in den beiden Halften 
des Sehfelds im Photometer auf, wodurch die genaue Einstellung 
auf gleiche Helligkeit erschwert wird. Diese Unterschiede sind bei 
Filter 538 weniger bemerkbar, so da8 die Anwendung des letzten 
Filters trotz der etwas gréBeren Durchlassigkeit den Vorzug verdient. 

In der Tab. 2 sind die D-Werte in ihrer Abhangigkeit von der 
Temperatur des Paraffinbades zusammengestellt. 




















Tabelle 2 
va Temperatur des D-Werte fiir Filter Nr. 
—— Paraffinbades 

8 0¢ 50 | 53 57 
0,50 107 32,5 23 17,5 

108 27 19 13 
109 23,5 15 10,5 
125 12,5 7,5 6,0 
0,25 108 42 36,5 30,5 

120 35,5 27,5 22 
130 33 24,5 22,5 

140 30,5 22,5 22 

150 28,5 21 20 

155 26,5 20 19 











Die D-Werte sind demnach in hohem Ma8e abhingig von der 
Temperatur, bei’ der die Orcinreaktion ausgefiihrt wird. Da sich 
bei niederen Temperaturen eine wesentlich stérkere Temperatur- 
abhingigkeit der D-Werte zeigt als bei héheren und da auBerdem 
die Durchlassigkeit mit steigenden Temperaturen sinkt, empfiehlt 
es sich, die Reaktion bei méglichst hoher Temperatur vorzunehmen. 
Am besten bewahrte sich eine Paraffinbadtemperatur von 142°. 
Kine noch weitere Steigerung der Temperatur verbietet sich, weil 
dann zu viel Flissigkeit verdamptft. 
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Wie besondere Versuche ergeben haben, andert sich der D-Wert 
der amylalkoholischen Lésung des Farbstoffs in den ersten 45 Mi- 
nuten nach dem Ausschiitteln nicht. Beim mehrstiindigen Stehen 
der Losung jedoch treten Anderungen auf, wobei die rote bzw. vio- 
lette Farbe in eine schmutzigbraune Farbung wbergeht. 

Aufstellung der Eichkurve fiir Neuraminséure. Zu _ diesem 
Zweck wurden 1,291 mg wasserfreie reme Neuraminsaéure in Wasser 
zu 20 ccm gelést und jeweils fiir 0,1; 0,2; 0,3 usw. bis 1,0 com der 
Lésung die D-Werte bestimmt. Hierbei wurde das Volumen der 
Neuraminsaurelésung mit Wasser auf 1 ccm erginzt. Temperatur 
des Paraffinbads 142°. Filter Nr. 53. 


Tabelle 8 








Neuramin- }¢ 455 112,91 119,365 |25,82 |32,275 |38,73 145,185 [51,64 158,095 [64,55 


siure in y 











D-Werte {76,0 | 58,0] 44,0 | 33,0] 25,0 | 19,5] 15,5 | 12,5] 10,5 | 8,75 
E-Werte {0,119]0,237 0,357 0,482] 0,602 [0,710] 0,810 |0,903 | 0,979 | 1,06 
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Wie die obige Hichkurve zeigt, gilt das Beersche Gesetz nur 
bei Neuraminséuremengen, die kleiner sind als 40 y. Bei gréBeren 
Substanzmengen ist die Zunahme der Extinktion kleiner, als dem 
Gesetz entspricht. Bei Mengen iiber 60 y ist die Zunahme nur noch 
so klein, da8 sich dann die Bestimmung nicht mehr mit der erforder- 
lichen Genauigkeit durchfiihren ]aBt. 
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Beeinflussung der Neuramins&urebestimmung durch Galaktose. 
Bekanntlich gibt die Galaktose die Orcinreaktion mit griner 
Farbe. Da nun das zu bestimmende neuraminsaurehaltige Lipoid 
diesen Zucker enthalt und da auch die galaktosehaltigen Cerebro- 
side bei der Extraktion des Trockengehirns wahrscheinlich nur un- 
vollkommen von dem neuen Lipoid abgetrennt werden, so muBte 
auch noch gepriift werden, inwieweit die Anwesenheit von Galak- 
tose die Neuraminsaéurebestimmungen beeinfluBt. Es wurden des- 
halb in derselben Weise wie oben fiir die Neuraminsiure auch fiir 
verschiedene Galaktosemengen die D- baw. E-Werte (Filter Nr. 58) 


bestimmt. 
Tabelle 4, 


























Menge Galaktose in » 62,5 125 187,5 250 
Se eee Ss 90 85 81 77 
WO ee as 0,046 0,071 0,092 0,114 


Die Empfindlichkeit der Orcinreaktion ist fir Galaktose dem- 
nach nur gering und erreicht auch nicht annéhernd die hohe Emp- 
findlichkeit der Neuraminsaurereaktion. Auch wenn der Galaktose- 
gehalt der Praparate den Neuraminséuregehalt um ein Mehrfaches 
iibersteigt, bleibt die Methode noch anwendbar. Sie versagt aller- 
dings bei sehr niedrigem Neuraminsaure- und hohem Galaktose- 
gehalt. In diesem Falle ist die Farbe bei der Orcinreaktion aber 
auch nicht mehr rein rot bzw. violett, sondern schmutzigbraun oder 
grin. Farblésungen dieser Art diirfen im Photometer natirlich 
nicht ausgewertet werden. 


Die Bestimmung im Nervengewebe. Das die Neuraminsdure ent- 
haltende Lipoid wird dem Trockenorgan mit Chloroform—Methylalkohol 
entzogen. In zahlreichen Vorversuchen zeigte sich, daB die Neuraminsaure- 
bestimmung nur méglich ist, wenn der Hauptteil der Cerebroside, und vor 
allem auch die atherléslichen Gehirnphosphatide entfernt sind. Die Entfernung 
dieser stérenden Beimengungen ist durch vorangehende Aceton- und Ather- 
extraktion des Trockenmaterials méglich. Eine Wiederholung der Aceton- 
extraktion empfiehlt sich wegen der groBen Schwerléslichkeit der Cerebroside. 
In Aceton ist das die Neuraminsiure enthaltende Lipoid véllig unléslich. 
Dagegen werden bei der Atherextraktion iafolge Léslichkeitsbeeinflussung 
durch die atherléslichen Phosphatide kleine Mengen des Lipoids mitgelést. 
Jedoch kann auf diese Weise nur ein kleiner Bruchteil der Gesamtmenge sich 
der Bestimmung entziehen. 


0,2—0,4 g der frischen Gewebeteile werden auf ein Uhrglas in 
dinner Schicht aufgestrichen und im Vakuumexsiccator uber 
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Schwefelsaure bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Von dem még- 
lichst fein zerriebenen Trockenpulver wagt man je nach dem zy 
erwartenden Neuraminséuregehalt 20—60 mg in eine kleine Ex- 
traktionshiilse ein und extrahiert unter Verwendung eines kleinen 
Einsatzes fiir HeiBextraktion in einem Mikrosoxhletapparat der 
Reihe nach je 15 Minuten lang mit 95°/,igem Aceton, mit Ather, 
dann nochmals mit 95°/,igem Aceton und schlieBlich 80 Minuten 
lang mit Chloroform-Methylalkohol (1:3 Volumenteile). Als Siede- 
gefaB wird ein mit Normalschliff versehenes starkwandiges Reagenz- 
glas (180 x 18mm) verwendet. Das die Neuraminsdure enthal- 
tende Lipoid befindet sich in dem Chloroform-Methylalkoholextrakt. 
Das Lésungsmittel wird im Vakuum bei Zimmertemperatur ab- 
destilliert und der Riickstand im Vakuum itiber Schwefelsaure véllig 
getrocknet. Man nimmt den Riickstand in Ather auf, laBt eine 
halbe Stunde unter zeitweiligem Umschiitteln stehen, zentrifugiert 
und gie&t den tiberstehenden Ather ab. Der nochmals mit Ather 
ausgewaschene und getrocknete Riickstand wird in 1 ccm Wasser 
gelést. Nach Zugabe von 1 ccm frisch dargestelltem Bialschen 
Reagens wird im Paraffinbad (Temperatur 142°) 5 Minuten erhitzt. 
Nach dem Erkalten schiittelt man den Farbstoff mit 5 cem Amyl- 
alkohol aus und kihlt einige Minuten in Kis. Nach kurzem Zentri- 
fugieren wird die voéllig klare, rotviolette amylalkoholische Lésung 
in einem 50-mm-Mikrorohr gegen reinen Amylalkohol mit dem 
Pulfrich-Stufenphotometer ausgewertet. 


Samtliche Operationen werden ohne umzugieBen in demselben 
Reagenzglas ausgefiihrt, in welchem die Extraktion mit Chloroform- 
Methylalkohol erfolgt. Um etwaiges StoBen beim Sieden zu ver- 
hindern, gibt man in das Gef&éB von vornherein ein kleines Stiick 
Platinmetall. 


Soll die Bestimmung mit formolfixiertem Material ausgefihrt werden, 
so wird dieses vor der Entnahme der einzelnen kleinen Teile, einige Stunden 
in flieBendes Wasser gelegt. 


Mit einem homogenen Gehirntrockenpulver, das bereits mit 
Aceton und Ather extrahiert war, wurden bei vier Kontrollbestim- 
mungen mit je 50mg des Materials folgende E-Werte erhalten: 
1. 1,071; 2. 1,140; 8. 1,165; 4. 1,108. Die Ubereinstimmung kann 
als durchaus befriedigend angesehen werden. 

Neuraminsduregehalt der verschiedenen Gehirnpartien. Nur die 
graue Substanz ergab bei den Bestimmungen die vorscbrifts- 
mafige rote Orcinreaktion. Die weiBe Substanz der verschiedenen 
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Gehirnpartien fihrte dagegen immer zu einer vdllig negativen 
Orcinreaktion, und beim Ausschiitteln mit Amylalkohol farbte sich 
derselbe schwach griin. Die erhaltenen E-Werte sind deshalb hier 
viel héher, ais dem tatsiichlichen Neuraminséuregehalt entspricht, 
und eine Auswertung ist in diesen Fallen nicht méglich. Trotz der 
hohen Empfindlichkeit der Oreinreaktion ist die Neuraminsaure 
in der weiBen Substanz nicht nachweisbar. Die schwache Griin- 
firbung der amylalkoholischen Lésung mu8 auf das Vorhanden- 
sein von Cerebrosiden zuriickgefiihrt werden, die ja in der weiBen 
Substanz in viel gréBeren Mengen vorhanden sind als in der grauen. 
Es gelang bis jetzt noch nicht, durch Anderung der Extraktions- 
methode die Griinfarbung véllig zum Verschwinden zu bringen. 


In der nachstehenden Zusammenstellung sind auch die Bestimmungen 
aufgenommen, bei welchen die oben erwahnte Griinfarbung auftrat, und wo 
deshalb eine Auswertung nicht méglich war. Die hierbei gefundenen E-Werte 
sind in eckige Klammern gesetzt. Alie Bestimmungen, bei welchen die E-Werte 
nicht eingeklammert sinc zeigten dagegen die vorschriftsmaBige rotviolette 
Farbung. 


Bei einer Anzahl Bestimmungen wurde abweichend von der endgiiltigen 
Vorschrift eine genau gewogene Menge (etwa 1 g) des Frischgehirns mit Aceton 
entwassert, und die Gesamtmenge je I Stunde lang in der vorgeschriebenen 
Weise extrahiert. Die erhaltene Lipoidfraktion wurde in Wasser gelést. Mit 
einem aliquoten Teil dieser waBGrigen Lésung fihrte man dann die Orcin- 
reaktion aus. 
































Tabelle 5 
e Gewebsmenge Menge Neuraminsaure 
Frisch |Trocken Ae api mg-°/5 
me mg ? {Frisch |Trocken 

‘Gain =. Ale 
a) Graue Substanz d. Rinde 1 | 187,5 0,699 | 38 20 

2 | 187,5 0,688 | 37,5; 20 

3 30,0 | 0,716 | 39 130 

4 30,0 | 0,663 | 36 120 
b) WeiBe Substanz . 1 | 375 [0,377]} —| — 

2 | 375 [0,328]; —| — 

3 60,0 |[0,305}, — | “em 

4 60,0 }[0,260)} — — 
II. Kleinhirn 
a) Graue Substanz d. Rinde 1 | 187,5 0,688 | 37,5| 20 

2 | 187,5 0,668 | 36 19 
b) WeiBe Substanz 1 | 375 [0,244] —| — 
II. Balken 
WeiBe Substanz. . . .. . 1 | 375 [0,328]} —| — 

2 | 375 [[0,357]| —| — 
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Tabelle 5 (Fortsetzung) 





























Gewebsmenge MengeNeuraminsaure 
Frisch |Trocken] 8 te| y mg-9/, 
mg | mg Frisch |Trocken 
IV. Thalamus 
Graue Substanz...... 1 | 187,5 ‘10,824 | 46} 24 
2 | 187,5 0,796 | 44,5) 24 
3 30,0 |0,509 | 27 90 
4 30,0 | 0,438 | 23 717 
V. Pedunculi cerebri. . . . 1 | 375 0,488 | 26 7 
2 | 375 0,377 | 20 5 
wae ok Se ee 1 | 375 0,476 | 26 7 
2 | 375 0,319 | 17 5 
VII. Medulla oblongata . . 1 | 375 0,432 | 23 6 
2 | 375 0,531 | 28 8 
VIII. Hypophyse ..... 1 | 450 0,347 | 18,5} 4 
2 | 960 0,745 | 41 4 




















Wassergehalt des Frischmaterials: I. a, und a, = 85,5°/); b, und b, = 
79,1°/.. — IV. 3 und 4 = 83,3). 


Die fiir die Bestimmung verwendeten Gewebsteile aus Pedunculi cerebri, 
Pons und Medulla oblongata waren mit grauer und weiBer Substanz gemischt. 
Es ergaben sich dementsprechend auch niedrige Neuraminsaurewerte. Die hier 
auftretenden, teilweise recht betrachtlichen Differenzen bei den Parallel- 
bestimmungen erklaren sich wohl durch die ungleiche Durchmischung des 
Ausgangsmaterials mit grauer und weiBer Substanz. 


Wie uns Herr Professor Hallervorden mitteilt, kommt es 


bei Fallen von amaurotischer Idiotie nur selten vor, daB die Dia- 
gnose schon vor dem Tode richtig gestellt wird. In den meisten 




















Tabelle 6 
arta Menge Neuraminsaure 
gewebes E-Werte 
mg y mg-°/9 
GroBhirn 
Graue Substanz (Rinde) 1 30,0 0,731 40 133 
2 30,0 0,783 43,3 145 
WeiBe Substanz 3 60,0 [0,488] sed Bk 
4 60,0 [0,512] -- ore 
Thalamus 
Graue Substanz 1 30,0 0,403 22 73 
2 30,0 0,387 70 

















Uber die Verteilung der Neuraminsaure im Gebirn 198 


Fallen wird die Krankheit erst bei einer Nachuntersuchung des 
pereits formolfixierten Gehirns entdeckt, so daB meist auch nur 
formolfixiertes Material fiir die Neuraminséurebestimmung zur Ver- 
figung stehen wird. Es wurde deshalb noch gepriift, ob die Be- 
stimmung auch mit derartigem Material ausfihrbar ist. Die Ver- 
suche fahrten zu befriedigenden Ergebnissen. 

Die erhaltenen Neuraminséurewerte der grauen Substanz 
(Tab. 6) stimmen mit den entsprechenden Werten der Tab. 5 im 
wesentlichen tiberein. Bei der weiBen Substanz (GroBhirn) ergab 
sich wieder eine negative Orcinreaktion. Beim Ausschiitteln mit 
Amylalkohol trat allerdings eine wesentlich stérkere Griinfarbung 
auf als beim entsprechenden frischen Material. Der Chloroform- 
Methylalkoholextrakt enthielt hier offenbar noch den Hauptteil 


der Cerebroside. 


Die Untersuchung wurde unterstiitzt durch Mittel, welche der 
Reichsforschungsrat zur Verfiigung gestellt hat. 
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Zur Bestimmung von Vitamin C 


I. Mitteilung; Unbrauchbarkeit der Vitamin-C-Bestimmung 
mit Methylenblau fiir Trockengemiise | 
Von : 


Theodor Sabalitschka (K.-V.-R.) und Annemarie Priem 





Aus dem Pharmazeutisch-Chemischen Institut der Militardrztlichen Akademle, vacant ' 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8, August 1941) 








E. Martini und A. Bonsignore?) gaben ein Verfahren zur 
Bestimmung der Ascorbinséure durch ihr Entfairbungsvermégen 
gegeniiber Methylenblau an. Die Autoren halten dieses Verfahren 
spezifischer fiir Ascorbinséiure als deren Bestimmung durch ihr 
Entfairbungsvermégen gegeniiber Dichlorphenolindophenol nach 
J. Tillmans?), da E, des Methylenblaus tiefer liegt als das des 
Dichlorphenolindophenols und deshalb die Zahl der Substanzen, 
die Methylenblau rasch entfirben, geringer ist als die Zahl der Di- 
chlorphenolindophenol rasch entfarbenden. Verschiedene Autoren, 
welche beide Bestimmungsverfahren miteinander verglichen, fanden 
meist mit Methylenblau geringere Ascorbinsaéurewerte als mit Di- 
chlorphenolindophenol, was die Auffassung von E. Martini und 
A. Bonsignore zu bestatigen schien. Man sprach daher diese 
geringeren Werte als die zutreffenderen an. A. Fujita und T. Ebi- 
hara’) halten aber auf Grund ihrer Nachpriifung des Methylen- 
blauverfahrens dieses selbst bei Anwendung auf reine waBrige 
Ascorbinsaéurelésung nicht fiir zuverlissig, noch weniger bei An- 
wendung auf Ausziige tierischen und pflanzlichen Materials, deren 
Beimengungen den Entfarbungsverlauf verschieden stark be- 
einflussen kénnen. E. Gabbe‘) beobachtete im Harn Stoffe, 
welche die Bestimmung der Ascorbinséure mit Methylenblau 
stéren, so daB man geringere Werte erhalt, als dem tatsachlichen 
Ascorbinsaéuregehalt entspricht. 

Bei der Bestimmung des Vitamin-C-Gehaltes von Trocken- 
gemiise erhielten wir ebenfalls mit dem Methylenblauverfahren, 
ausgefiihrt nach K. Wachholder und H.H. Podesta’) bzw. 
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kK. Wachholder®), meist erheblich niederere Vitaminwerte als mit 
dem gleichzeitig angewandten Dichlorphenolindophenolverfahren, 
ausgefihrt nach KR. Strohecker, R. Vaubel’) und M. Ott8). 
Gaben wir den Ausziigen des Trockengemiises aber dann noch 
bekannte Mengen Ascorbinsaure zu, so nahm die jetzt in den Aus- 
ziigen gefundene Ascorbinséuremenge nur beim Dichlorphenol- 
indophenolverfahren entsprechend zu, nicht beim Methylenblau- 
verfahren. Diese Unterwerte beim. Methylenblauverfahren be- 
standen sowohl fiir das direkt reduzierende Vitamin C, wie auch 
fir das nach Reduktion mit H,S bestimmte Gesamtvitamin C. 

In vom Handel geliefertem getrockneten Griinkohl fanden wir 
mit Dichlorphenolindophenol durchschnittlich 14,5 mg-°/, direkt 
reduzierendes Vitamin C und 38,5 mg-°/, Gesamtvitamin C, mit 
Methylenblau aber nur durchschnittlich 2mg-°/, direkt redu- 
zierendes und 4 mg-°/, Gesamtvitamin C. In dem mit bekannten 
Ascorbinséuremengen versetzten Griinkohlauszug fanden wir mit 
Dichlorphenolindophenol Werte, welche der Summe des ohne Zu- 
satz gefundenen und des zugesetzten Vitamins gut entsprachen, 
mit Methylenblau dagegen ganz erhebliche Minderwerte, d. h. 
50—95°/, zu wenig. 

Auch bei anderen T'rockengemiisen des Handels, namlich bei 
grimen Bohnen, Karotten, Petersilienblittern und Wirsingkohl 
bestand die Stérung der Vitamin-C-Bestimmung mit Methylenblau. 
Nur bei griinen Bohnen fanden wir nach beiden Verfahren ungefahr 
gleiche, an sich sehr geringe Vitamingehalte, bei Karotten, Peter- 
silienblittern und Wirsingkohl dagegen mit Dichlorphenolindo- 
phenol einen héheren Gehalt als mit Methylenblau. Getrocknete 
Petersilienblatter enthielten nach dem Methylenblauverfahren tiber- 
haupt kein Vitamin C, nach dem Dichlorphenolindophenolverfahren 
aber 32 mg-°/, direkt reduzierendes Vitamin C und 33 mg-°/, Ge- 
samtvitamin (. Auch hier wurde den Ausziigen zugesetzte Ascorbin- 
séure nur mit Dichlorphenolindophenol vollkommen oder gréBten- 
teils wiedergefunden, im ungiinstigsten Falle 10°/, zu wenig; das 
Methylenblauverfahren lieferte wiederum erhebliche Unterwerte, 
bei Petersilienblittern fand man die zugesetzte Ascorbinsaure- 
menge selbst nicht in Spuren wieder. 

Ahnliche Ergebnisse brachten in gleicher Weise mit den 
Trockengemiisen nach 1stiindigem leichten Kochen ausgefihrte 
Versuche. Fast immer lagen die mit Methylenblau gefundenen 
Werte unter den mit Dichlorphenolindophenol gefundenen Werten. 
Die den Ausziigen zugesetzte Ascorbinsdure fand man mit Dichlor- 
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E. Klenk und H. Langerbeins, 


Tabelle 5 (Fortsetzung) 











IV. Thalamus 
Graue Substanz 


V. Pedunculi cerebri. .. . 


VI. Pons 

















Pie ma ee oe 


VII. Medulla oblongata 


VIII. Hypophyse 

















Gewebsmenge MengeNeuraminsiure 
Frisch |Trocken} mg-9/ 
Werte 0 
mg | mg Y  |Frisch |Trocken 
. 1 | 187,5 0,824 46} .24 
2 | 187,5 0,796 | 44,5) 24 
3 30,0 | 0,509 | 27 90 
4 30,0 | 0,438 | 23 77 
1 | 375 0,488 | 26 7 
2 | 375 0,377 | 20 5 
1 | 375 0,476 | 26 7 
2 | 375 0,319 | 17 5 
. 1 | 375 0,432 | 23 6 
2 | 375 0,531 | 28 8 
4 thee 1 | 450 0,347 | 18,5) 4 
2 | 960 0,745 | 41 4 





Wassergehalt des Frischmaterials: I. a, und a, = 85,5°/); b, und b, = 
79,1°/,. — IV. 3 und 4 = 83,3°/,. 


Die fiir die Bestimmung verwendeten Gewebsteile aus Pedunculi cerebri, 
Pons und Medulla oblongata waren mit grauer und weiBer Substanz gemischt. 
Es ergaben sich dementsprechend auch niedrige Neuraminséurewerte. Die hier 
auftretenden, teilweise recht betrachtlichen Differenzen bei den Parallel- 
bestimmungen erklaren sich wohl durch die ungleiche Durchmischung des 


Ausgangsmaterials mit grauer und weiBer Substanz. 


Wie uns Herr Professor Hallervorden mitteilt, kommt es 
bei Fallen von amaurotischer Idiotie nur selten vor, daB die Dia- 
gnose schon vor dem Tode richtig gestellt wird. In den meisten 

















Tabelle 6 
x ta Menge Neuraminsaure 
gewebes E-Werte a 
mg mg-°/9 
GroBhirn 
Graue Substanz (Rinde) 1 30,0 0,731 40 133 
2 30,0 0,783 43,3 145 
WeiBe Substanz 3 60,0 [0,488] oil mes 
4 60,0 [0,512} -- aan 
Thalamus 
Graue Substanz 1 30,0 0,403 22 73 
2 30,0 0,387 70 
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Fallen wird die Krankheit erst bei einer Nachuntersuchung des 
bereits formolfixierten Gehirns entdeckt, so daB meist auch nur 
formolfixiertes Material fiir die Neuraminsaéurebestimmung zur Ver- 
fiugung stehen wird. Es wurde deshalb noch gepriift, ob die Be- 
stimmung auch mit derartigem Material ausfiihrbar ist. Die Ver- 
suche fahrten zu befriedigenden Ergebnissen. 

Die erhaltenen Neuraminséurewerte der grauen Substanz 
(Tab. 6) stimmen mit den entsprechenden Werten der Tab. 5 im 
wesentlichen iiberein. Bei der weiBen Substanz (GroB8hirn) ergab 
sich wieder eine negative Orcinreaktion. Beim Ausschiitteln mit 
Amylalkohol trat allerdings eine wesentlich stirkere Grinfarbung 
auf als beim entsprechenden frischen Material. Der Chloroform- 
Methylalkoholextrakt enthielt hier offenbar noch den Hauptteil 
der Cerebroside. 


Die Untersuchung wurde unterstitzt durch Mittel, welche der 


Reichsforschungsrat zur Verfiigung gestellt hat. 
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Zur Bestimmung von Vitamin C 


I. Mitteilung; Unbrauchbarkeit der Vitamin-C-Bestimmung 
mit Methylenblau fiir Trockengemiise : 


Von 


Theodor Sabalitschka (K.-V.-R.) und Annemarie Priem 





Aus dem Pharmazeutisch-Chemischen Institut der Militarirztlichen Akademie, Berlin - 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. August 1941) 








E. Martini und A. Bonsignore?) gaben ein Verfahren zur 
Bestimmung der Ascorbinsiure durch ihr Entfairbungsvermégen 
gegeniiber Methylenblau an. Die Autoren halten dieses Verfahren 
spezifischer fiir Ascorbinséure als deren Bestimmung durch ihr 
Entfarbungsvermégen gegeniiber Dichlorphenolindophenol nach 
J. Tillmans?), da E, des Methylenblaus tiefer liegt als das des 
Dichlorphenolindophenols und deshalb die Zahl der Substanzen, 
die Methylenblau rasch entfirben, geringer ist als die Zahl der Di- 
chlorphenolindophenol rasch entfarbenden. Verschiedene Autoren, 
welche beide Bestimmungsverfahren miteinander verglichen, fanden 
meist mit Methylenblau geringere Ascorbinséurewerte als mit Di- 
chlorphenolindophenol, was die Auffassung von E. Martini und 
A. Bonsignore zu bestatigen schien. Man sprach daher diese 
geringeren Werte als die zutreffenderen an. A. Fujita und T. Ebi- 
hara®*) halten aber auf Grund ihrer Nachpriifung des Methylen- 
blauverfahrens dieses selbst bei Anwendung auf reine waBrige 
Ascorbinsaurelésung nicht fiir zuverlissig, noch weniger bei An- 
wendung auf Ausziige tierischen und pflanzlichen Materials, deren 
Beimengungen den Entfarbungsverlauf verschieden stark be- 
einflussen kénnen. E. Gabbe‘) beobachtete im Harn Stoffe, 
welche die Bestimmung der Ascorbinséure mit Methylenblau 
stéren, so daB man geringere Werte erhalt, als dem tatsichlichen 
Ascorbinséuregehalt entspricht. 

Bei der Bestimmung des Vitamin-C-Gehaltes von Trocken- 
gemiise erhielten wir ebenfalls mit dem Methylenblauverfahren, 
ausgefiihrt nach K. Wachholder und H. H. Podesta5) bzw. 
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K. Wachholder®), meist erheblich niederere Vitaminwerte als mit 
dem gleichzeitig angewandten Dichlorphenolindophenolverfahren, 
ausgefihrt nach R. Strohecker, R. Vaubel’) und M. Ott). 
Gaben wir den Ausziigen des Trockengemiises aber dann noch 
bekannte Mengen Ascorbinsaéure zu, so nahm die jetzt in den Aus- 
ziigen gefundene Ascorbinséuremenge nur beim Dichlorphenol- 
indophenolverfahren entsprechend zu, nicht beim Methylenblau- 
verfahren. Diese Unterwerte bem. Methylenblauverfahren be- 
standen sowohl fiir das direkt reduzierende Vitamin C, wie auch 
fir das nach Reduktion mit H,S bestimmte Gesamtvitamin C. 

In vom Handel geliefertem getrockneten Griinkoh] fanden wir 
mit Dichlorphenolindophenol durchschnittlich 14,5 mg-°/, direkt 
reduzierendes Vitamin C und 38,5 mg-°/, Gesamtvitamin C, mit 
Methylenblau aber nur durchschnittlich 2 mg-°/, direkt redu- 
zierendes und 4 mg-°/, Gesamtvitamin C. In dem mit bekannten 
Ascorbinséuremengen versetzten Griinkohlauszug fanden wir mit 
Dichlorphenolindophenol Werte, welche der Summe des ohne Zu- 
satz gefundenen und des zugesetzten Vitamins gut entsprachen, 
mit Methylenblau dagegen ganz erhebliche Minderwerte, d.h. 
50—95°/, zu wenig. 

Auch bei anderen Trockengemiisen des Handels, naémlich bei 
grimen Bohnen, Karotten, Petersilienblittern und Wirsingkohl 
bestand die Stérung der Vitamin-C-Bestimmung mit Methylenblau. 
Nur bei griinen Bohnen fanden wir nach beiden Verfahren ungefahr 
gleiche, an sich sehr geringe Vitamingehalte, bei Karotten, Peter- 
silienblattern und Wirsingkohl dagegen mit Dichlorphenolindo- 
phenol einen héheren Gehalt als mit Methylenblau. Getrocknete 
Petersilienblatter enthielten nach dem Methylenblauverfahren tiber- 
haupt kein Vitamin C, nach dem Dichlorphenolindophenolverfahren 
aber 32 mg-°/, direkt reduzierendes Vitamin C und 33 mg-°/, Ge- 
samtvitamin (. Auch hier wurde den Ausziigen zugesetzte Ascorbin- 
séure nur mit Dichlorphenolindophenol vollkommen oder gréBten- 
teils wiedergefunden, im ungiinstigsten Falle 10°/, zu wenig; das 
Methylenblauverfahren lieferte wiederum erhebliche Unterwerte, 
bei Petersilienblittern fand man die zugesetzte Ascorbinsdure- 
menge selbst nicht in Spuren wieder. 

Ahnliche Ergebnisse brachten in gleicher Weise mit den 
Trockengemiisen nach 1stiindigem leichten Kochen ausgefiihrte 
Versuche. Fast immer lagen die mit Methylenblau gefundenen 
Werte unter den mit Dichlorphenolindophenol gefundenen Werten. 
Die den Ausziigen zugesetzte Ascorbinsdure fand man mit Dichlor- 
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phenolindophenol vollkommen oder gréBtenteils wieder, im un- 
giinstigsten Falle 12°/, zu wenig. Mit Methylenblau erhielten wir 
hier stets noch gréBere Minderwerte als bei den ungekochten 
Trockengemiisen ; so betrug bei Wirsingkohl der zu wenig gefundene 
Anteil an direkt reduzierendem Vitamin C 85°/,, an Gesamt- 
vitamin C 100°/,. Bei Petersililienblattern war auch hier das zu- 
gesetzte Vitamin C nicht in Spuren auffindbar. 

Nach Feststellung dieser Stérung der Vitamin-C-Bestimmung 
mit Methylenblau bei der Untersuchung von Trockengemiisen war 
noch das Verhalten von Frischgemiise bei der Bestimmung seines 
Vitamin-C-Gehaltes mit Methylenblau zu priifen. Dazu diente 
frischer Griinkohl. Bei der Anwendung des Methylenblauverfahrens 
auf frischen Griinkohl bestand die Stérung nicht, gleichgiiltig, ob 
man den Griinkohl direkt untersuchte oder vorher 1 Stunde leicht 
mit Wasser kochte. Es lagen die nach beiden Verfahren gefundenen 
Werte sich nahe und auch den Ausziigen zugesetzte Ascorbinsiure 
war nach beiden Verfahren auffindbar. Die Ursache der Stérung 
des Methylenblauverfahrens entsteht somit erst wahrend der 


Trocknung der Gemiise. 


Versuche 
Vitamin-C-Bestimmung in Trockengemiise mit Methylenblau. In 


getrocknetem Griinkohl und anderen gelieferten Trockengemiisen wurde der 
Gehalt an direkt reduzierendem und Gesamtvitamin C einmal durch Titration 
nach J. Tillmans mit Dichlorphenolindophenol gemaé8 der von R. Stro- 
hecker und R. Vaubel’) gegebenen Anweisung durch Titration auf Rot 
bestimmt, wobei die Bereitung des Extraktes und seine Behandlung fiir die 
Bestimmung des Gesamtvitamin C gema8 M. Ott) erfolgte, ferner durch Titra- 
tion mit Methylenblau, wobei die Extraktbereitung und die Ausfiihrung der 
Titration nach K.Wachholder und H.H. Podesta®) bzw. K. Wach- 
holder), die Reduktion durch kurzes Einleiten von H,S und nachtragliches 
Austreiben desselben mit Stickstoff geschah. Fir die Herstellung der Ausziige 
zerrieben wir die Trockengemiise, nétigenfalls unter Zusatz von eisenfreiem 
Sand, vor dem AufgieBen des ersten Anteils der nach den genannten Autoren 
anzuwendenden Extraktionsflissigkeit zu Pulver und verarbeiteten dann zum 
Brei. Nach dem Zentrifugieren des Breis wiederholten wir die Extraktion mit 
denselben Extraktionsfliissigkeiten noch 2mal direkt im Zentrifugenglas, 
vereinten die erhaltenen Ausziige und erginzten mit der Extraktionsflissigkeit 
auf das notwendige Volumen. Zur Vorbereitung fiir das Methylenblauverfahren 
verwendeten wir anfangs beim getrockneten Griinkohl eine 4,4°/,ige Sulfo- 
salicylsiurelésung, sonst dieselbe Liésung mit einem weiteren Zusatz von 
0,1°/, Glutathion. Starker gefarbte Extrakte verdiinnen wir zur besseren Er- 
kennung des Endpunktes der Titration nach J. Tillmans mit der 1—3fachen 
Volumenmenge Extraktionsfliissigkeit, stellen wahrend der Titration ein 
ebenso bereitetes Gemisch neben die zu titrierende Verdiinnung und setzen 
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so lange je 2—3 Tropfen Dichlorphenolindophenol zu, bis die zu titrierende 
Flissigkeit mindestens '/, Minute lang deutlich einen Farbunterschied gegen- 
iiber der Vergleichsverdiinnung zeigt. Bei Verwendung von 100 ccm zu titrie- 
render Flissigkeit sind von dem gefundenen Verbrauch an n/1000-Dichlor- 
phenolindophenollésung 0,2 ccm abzuziehen, da in dieser Flissigkeitsmenge 
das Auftreten der Rosafarbung erst nach einem Zusatz von 0,2 ccm iber- 
schiissiger Dichlorindophenollésung bemerkbar wird, dienen 50 ccm zur Titra- 
tion, so ziehen wir 0,1 ccm ab. Die Titration mit Methylenblau wird stets bei 
Pu 4,5 durchgefiihrt. Zur Hinstellung verwenden wir Lyphanpapier. 

Die Extrakte, Lésungen usw. bereiteten wir bei allen hier beschriebenen 
Versuchen mit bidestilliertem Wasser. 

Die nach beiden Verfahren bereiteten Extrakte (stets 2,5 g Griinkohl fir 
je 100 com Extrakt) versetzte man weiter mit bekannten Mengen direkt redu- 
zierenden und Gesamtvitamins C und bestimmte dann in gleicher Weise den 
Gehalt beider in den Extrakten. Zur Ermittlung der zugesetzten Vitamin- 
mengen gab man die frisch bereitete 0,1°/,ige waBrige Ascorbinsdurelésung in 
gleichem Verhaltnis zu 2°/,iger Metaphosphorséure, bzw. 4,4°/, Sulfosalicyl- 
siure und 0,1°/, Glutathion enthaltender Lésung, bestimmte die Vitamin- 
gehalte dieser Mischungen nach beiden Verfahren und berechnete die ge- 
fundenen Vitaminmengen als Milligrammprozentgehalt der zur Herstellung der 
Extrakte angewandten Substanzen. 

Tab. 1 gibt die so in 2 Versuchsreihen fiir den getrockneten Grinkohl 
gefundenen Vitamingehalte, ebenso die zugesetzten Vitaminmengen, die 
Summen beider und die nachtraglich gefundenen Vitaminmengen in Milli- 
grammprozent des Giinkohls an, ferner die erhaltenen Minderwerte in Pro- 
zenten der zu erwartenden Vitaminmengen. 


Tabelle 1 
Griinkohl, getrocknet 








Mit Dichlorphenol- : 
indophenol Mit Methylenblau 





direkt red.| Gesamt- | direkt red. Gesamt- 
Vitamin C | Vitamin C | Vitamin C Vitamin C 



































l. gefunden ...] 14 | 15 | 35 | 32] O|] 4|]— | 4mg-%, 
2. zugesetzt . . . 38 41 | 38 | 38 | 42 | 41 mg-%/, 
Summe1+2.. 53 73 | 38 | 42 | 42 | 45 mg-°/, 
nach Zusatz gef. . 48 71 | 2 | 12 | 21 | 12 mg-%, 
zu wenig gefunden 9 3 | 95 | 71 | 50 | 73%, 


Hier wurde das Extrakt mit 4,4°/,iger Sulfosalicylsdure bereitet und die 
Reduktion mit Schwefelwasserstoff ohne Zusatz von Quecksilber- und Blei- 
acetat durchgefiihrt, also entsprechend der Vorbereitung fiir die Titration mit 
Methylenblau verfahren. 

In gleicher Weise bestimmten wir in anderen aus dem Handel erhaltenen 
Trockengemiisen (griine Bohnen, Karotten, Petersilienblatter, Wirsingkohl) 
den Vitamingehalt ohne und nach Zusatz von Ascorbinséuré zu den Ausziigen 
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nach beiden Verfahren. Ferner kochten wir die inzwischen einige weitere 
Monate im Dunkeln gelagerten Gemiise mit der 10fachen Gewichtsmenge 
Wasser 1 Stunde leicht unter dem RiickfluBkiihler, gaben dann sofort 
2°/, Metaphosphorsaure bzw. 4,4°/) Sulfosalicylsaure und 0,1°/, Glutathion zu, 
zerrieben nach dem Abkiihlen das Kochprodukt unter Zusatz von eisenfreiem 
Sand zum Brei, bereiteten daraus, wie oben, Ausziige und bestimmten in diesen 
wiederum nach beiden Verfahren den Vitamingehalt ohne und nach Zusatz von 
Ascorbinsaure. Tab. 2 berichtet a) fiir ungekochtes, b) fiir gekochtes Trocken- 
gemiise die erhaltenen Ergebnisse, die prozentualen Minderwerte der nach 
Ascorbinsaéurezusatz gefundenen Vitaminmengen gegeniiber den zu erwartenden 


T. Sabalitschka und A. Priem, 






sind mit Minus(—), die gefundenen Uberwerte mit Plus(+) bezeichnet. 
e 


Tabelle 2 


Verschiedene Trockengemiise, ungekocht und gekocht 








Mit Dichlorphenol- 


Mit Methylenblau 




















indophenol 
direkt red.| Gesamt- | direkt red. Gesamt- 
Vitamin C | Vitamin C | Vitamin C Vitamin C 
a |b be} bebe ob feeders hb 
Griine Bohnen 
1. gefunden 8} 15 8; 13 9 8 6 8 mg-°/, 
2. zugesetzt 59; 23] 59) 24] 55) 27; 55) 30 mg.-*/, 
Summe1+2. 67; 38] 67| 37] 64) 35) 61!) 38 mg.-*/, 
nach Zusatz ge- 
funden .... 66| 35| 66) 38] 28] 15; 31) 15 mg-%, 
Minder- bzw. 
Uberwert .. .|- 2/- 8/-— 2|+ 3i— 56)— 57/- 49/- 61%, 
Karotten 
1. gefunden 13 5| 22 3 12 4 9 4 mg-°/, 
2. zugesetzt 55| 17) 55) 17] 46) 27; 46) 27 mg-°/, 
Summe 1+ 2. 68; 22) (78| 20] 58) 31} 55) 31 mg-/, 
nach Zusatz ge- 
funden ae 68; 21; 71; 18] 40; 19) 36; 15 mg.-%/, 
Minder- bzw. 
Uberwert . + 0} —'5| —10| —10]—- 31)/- 39\-— 35/- 52 %, 
Petersilie 
1. gefunden 321 ;. 01 38) <2) 0 0 0 0 mg-°/, 
2. zugesetzt 45} 25) 45) 26] 49) 16) 49) 17 mg-%/ 
Summe 1+ 2. 77| 34) %8| 37 49} 16) 49) 17 mg-/, 
nach Zusatz ge- 
funden .. . 77; 30/ 79} 35] Of; oO} Of | Omg-% 
Minder- bzw. 
Uberwert . . . | + 0] —12| + 1] — 5]—100)—100|-— 100-100 %, 
Wirsingkohl 
1. gefunden 35| 12} 36; 12] 19} 0} 19; 2mg-%/o 
2. zugesetzt 43; 15| 43| 17] 43) 21) 43) 21 mg-%/, 
Summe 1+ 2. 78| 27; 79| 29] 62] 21) 62) 23 mg-%/o 
nach Zusatz ge- 
funden .. . 10) 26) °UT) ser Ra 8 ah he 
Minder- bzw. 
Uberwert . . . | + 1] - 7| — 2} + O]- 50/— 86/- 40/-100 °/ 
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Vitamin-C-Bestimmung in frischem Grinkohl mit Methylenblau. 
Aus Mitte November im Gemiisehandel gekauftem frischem Griinkohl bereiteten 
wir wie oben bei den Trockengemiisen Ausziige nach M. Ott und K. Wach- 
holder. Vorher zerschnitten wir den Griinkohl in Stiicke von ungefahr 1/, gem 
mit einem kein Eisen abgebendem Messer, mischten die Blattstiickchen gut 
durch und: entnahmen 2 Anteile des Gemisches sofort zur Herstellung der 
beiden Ausziige (stets 5 g Blatt auf 100 com Gesamtextrakt bei wiederholter 
Extraktion), einen weiteren Anteil bewahrten wir iiber Nacht im Eisschrank 
bei ungefahr 5° fiir die anschlieBend beschriebenen Kochversuche auf. Die 
Ausziige wurden bereitet durch UbergieBen der Blattstiickchen mit ungefahr 
7facher Gewichtsmenge 60° heiSer Metaphosphorsaurelésung bzw. Sulfosalicyl- 
siure- und Glutathionlésung von Zimmertemperatur, 15 minutiger Einwirkung 
der Flissigkeiten auf die Blattstiickchen unter haufigem leichten Durchrihren, 
anschlieBendem Zerreiben der Blattstiickchen unter Zusatz von eisenfreiem 
Sand, Zentrifugieren und noch 2maligem Ausziehen des Blattriickstandes in 
gleicher Weise im Zentrifugierglas. Das Einwirken der Extraktionsfliissigkeit 
auf die Blattstiicke vor dem Zerreiben sollte die an und in den Blattstiickchen 
haftende Luft entfernen und oxydierende Fermente unwirksam machen, um 
eine Oxydation des Vitamins bei dem Zerreiben der Blattstiicke zu vermeiden: 

15 g baw. 5 g der iiber Nacht'im Eisschrank aufbewahrten Blattstiickchen 
kochten wir'am RiickfluBkiihler mit 150.com bzw. 50 com Wasser 1 Stunde 
leicht, gaben dann sofort 3 g Metaphosphorsaéure bzw. 2,2 g Sulfosali¢ylsdure 
- und 0,05 g-Glutathion zu, zerrieben nach.dem Abkihlen die Blatter unter Zu- 
satz von eisenfreiem Sand zu Brei und verarbeiteten wie am Tage vorher zu 
Ausziigen. 

In den so erhaltenen 4 Ausziigen bestimmten wir nach den beiden Ver- 
fahren den Gehalt an direkt reduzierendem und Gesamtvitamin C ohne und 
mit Zusatz von Ascorbinsiure wie bei den vorhergehenden Versuchen mit ge- 
trocknetem Griinkohl. Das Ergebnis, stets berechnet in Milligrammprozent 
frischem Griinkohl, ist in Tab. 3 berichtet, a) fiir ungekochten, b) fiir gekochten. 


Tabelle 8 
Grinkohl, frisch, ungekocht und gekocht 








Mit Dichlorphenol- . 
indophenol Mit Methylenblau 





direkt red.| Gesamt- | direkt red. Gesamt- 
Vitamin C | Vitamin C | Vitamin C Vitamin C 











it a | b at * a | b 
1. gefunden . . . | 137 | 135 | 141 | 143 | 129 | 152 | 141 | 154 mg-°/, 
2. zugesetzt . . . | 42| 44| 46] 49] 49) 49] 54| 54 mg-%/, 


Summe 1+ 2. | 179 | 179 | 187 | 192 | 178 | 201 | 195 | 208 mg-°/, 
nach Zusatz ge- 
funden . . . . | 179 | 181 | 191 | 181 | 161 | 197 | 192 | 197 mg-°/, 


























Zusammenfassung 


1. Die Bestimmung von Vitamin C mit Methylenblau nach 
EH. Martini und A. Bonsignori fahrt bei Trockengemiisen zu 
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Unterwerten. Auch zugesetzte Ascorbinsaure ist in Ausziigen von 
Trockengemiise mit Methylenblau nur teilweise oder tiberhaupt 
nicht auffindbar. 

2. Die Stérung der Vitaminbestimmung mit Methylenblau ist 
in Ausziigen von gekochtem Trockengemiise noch gréBer als in 
Ausziigen von ungekochtem. 

8. Die Stérung besteht nicht bei Anwendung der Vitamin- C- 
Bestimmung mit Methylenblau auf frischen ungekochten oder 


gekochten Grinkohl. 
4. Die Ursache dieser Stérung entsteht somit im Gemiise 


wahrend des Trocknungsvorganges. 


Literatur 
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Weitere Untersuchungen itiber die Hydrolyse 
von d-Tripeptiden durch Serumenzyme 


Von 


H. Herken und R. Merten 





(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Kéln) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Juli 1941) 








In friiheren Mitteilungen*) haben wir die Spaltung von d-Let- 
cylglycylglycin durch Peptidasen normaler und _ pathologischer 
Seren untersucht und hierbei festgestellt, daB dieses Tripeptid in 
stirkerem MaBe nur durch Carcinomseren hydrolysiert wurde. 
Dieses Ergebnis haben wir sowohl mit der Titrationsmethode nach 
Grassmann und Heyde?) als auch unabhingig davon mit der 
von uns angegebenen manometrischen Methode erhalten, bei der 
das abgespaltene d-Leucin mit Hilfe von d-Aminosiureoxydase 
bestimmt wurde. Die theoretischen Grundlagen und die genaue 
Ausfiihrung dieser manometrischen Bestimmung, die fur die Fest- 
stellung geringer d-Peptidspaltungswerte besonders geeignet ist, 
wurde vor kurzem mitgeteilt1). Unsere Versuche haben wir in- 
zwischen fortgesetzt und in verschiedener Richtung erweitert, 
wobei wir uns wie bisher auf die Untersuchung von Tripeptiden 
beschrinkt haben. Wir berichten zunichst iiber die Hydrolyse von 
d-Alanylglycylglycin durch Serumenzyme. Dieses Tripeptid ist im 
Gegensatz zum d-Leucylglycylglycin bisher wenig untersucht 
worden. EK. und R. Abderhalden®) fanden, da8 d-Alanylglycyl- 
glycin nur von Carcinomseren (mit einer Ausnahme) gespalten 
wurde. d-Alanylglycylglycin wurde jedoch ebenso wie d-Leucyl- 
glyecylglycin nur von einem kleinen Teil der Carcinomfille hydroly- 
siert. Die GréBe der Hydrolyse des d-Alanylglycylglycins entsprach 
in den meisten Fallen ungefahr der des d-Leucylglycylglycins. Der 
Nachweis der Peptidspaltung wurde von E. und R. Abderhalden 
durch Titration der freiwerdenden Carboxylgruppen in alkoholischer 





1) H. Herken u. H. Erxleben, Diese Z. 264, 251 (1940); 269, 47 (1941). 
2) Diese Z. 183, 32 (1929). 
5) Diese Z. 265, 253 (1940). 
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